UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E
BIOLOGICAS
EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA
CURSO DE MESTRADO

ANALISE MICROBIOLOGICA E QUIMICA DE Mytella guyanensis
COLETADO EM ESTOQUES NATURAIS E COMERCIALIZADO
NO MUNICIPIO DE CACHOEIRA, BAHIA

ALLANA DE OLIVEIRA SANTOS

CRUZ DAS ALMAS - BA
JULHO-2016



ANALISE MICROBIOLOGICA E QUIMICA DE Mytella guyanensis
COLETADO EM ESTOQUES NATURAIS E COMERCIALIZADO
NO MUNICIPIO DE CACHOEIRA, BAHIA

ALLANA DE OLIVEIRA SANTOS

FARMACEUTICA
Faculdade Maria Milza, 2014

Dissertacao submetida ao Colegiado do
Programa de Po6s-Graduacdo em
Microbiologia Agricola da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, como
requisito parcial para obtengéo do Grau

de Mestre em Microbiologia Agricola.

Orientadora: Dr2 Isabella de Matos Mendes da Silva

Co-orientadora: Msc. Valéria Macedo Almeida Camilo.

CRUZ DAS ALMAS - BA
JULHO-2016



FICHA CATALOGRAFICA

S237a

Santos, Allana de Oliveira.

Anélise microbioldgica e quimica de Mytella
guyanensis coletado em estoques naturais e
comercializado no municipio de Cachoeira, Bahia /
Allana de Oliveira Santos._ Cruz das Almas, BA, 2016.

87f.; il.

Orientadora: Isabella de Matos Mendes da Silva.
Coorientadora: Valéria Macedo Almeida Camilo.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas.

1.Bivalve (Molusco) — Contaminagdo. 2.Bivalve —
Qualidade microbioldgica. 3.Comercializagdo —
Higiene alimentar — Andlise. l.Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas. I1.Titulo.

CDD:594.1

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria de Cruz das Almas - UFRB.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E
BIOLOGICAS
EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA
CURSO DE MESTRADO

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTAGAO DE
ALLANA DE OLIVEIRA SANTOS

dhratlla cdo Halon 1Enclis h(ﬁfﬂc
Dr? Isabella de Matos Mendes da Silva

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB

(Orientadora)

-—T—:\:O‘N“'\G o Ms (K c)\-'\'*‘(“rs_n

Dr® Tatiana Pacheco Rodrigues
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia — UFRB

Moo Vo s, i

Dr. Helio Mitoshi Kamida
Universidade Estadual de Feira de Santana— UEFS




Tudo que fago é para vocés, meus
exemplos de vida, meus pais!
Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que me apoiaram nessa etapa nada facil, porém de
bastante aprendizado e experiéncias.

A Deus, por ter permitido a realizacdo de mais uma etapa e por ter me
dado forgas durante todo o curso.

Aos meus pais Alfredo e Ana, por colaborarem desde o principio,
sempre me incentivando a correr atras de meus objetivos, ajudando em tudo
que foi preciso.

Aos meus irmaos Adilon e Junior, pelos momentos que necessitei de sua
presenca.

A Thiadson Alan, obrigada meu amor pelo carinho, dedicacdo e
colaboracédo durante as coletas das amostras, sempre disposto a me ajudar.

A minha orientadora Prof? Dr2 Isabella de Matos Mendes da Silva, pelo
apoio, confianga, paciéncia e orientacdo. Um exemplo de profissional a ser
seguido.

A minha co-orientadora Prof? Msc. Valéria Macedo Almeida Camilo, pela
orientacdo, disponibilidade e colaboracdo na execucdo da pesquisa, sempre
disposta a me ajudar.

A todos professores pelos 0s ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Fabio Santos Oliveira, pela ajuda, esclarecimentos e
ensinamentos com relacdo a analise quimica de metais, pelo auxilio na leitura
das amostras no Laboratério de quimica do IFBA e na execucao da analise
estatistica relacionada a PCA.

A Jerusa Mota pela disponibilidade e ajuda na estatistica.

A Fernanda Freitas, pela disponibilidade em esclarecer minhas duvidas
sempre quando precisei.

A minha amiga Barbara Velame, por nunca ter negado uma opini&o
sincera e objetiva, compartilhando boas dicas académicas.

A comunidade quilombola da RESEX Baia do Iguape, pelo apoio e ajuda
durante a coleta das amostras.

MUITO OBRIGADA!



Tabela 1 -
Capitulo 2

Tabela 2 -
Capitulo 2

Tabela 3 -
Capitulo 2

Tabela 4 -
Capitulo 2

Tabela 1l -
Capitulo 3

LISTA DE TABELAS

Parametros instrumentais de operacéo do ICP OES

Média de concentracdo microbiana (Log UFC.g*) por
ponto em Mytella guyanensis coletado na RESEX Marinha

Baia do Iguape em periodo sazonal

Concentracdo média (mg.kg?) dos metais chumbo e
cadmio de Mytella guyanensis coletado na RESEX Baia do

Iguape em periodo sazonal

Média da concentracdo microbiana (Log UFC.g™") e de
metais toxicos (mg.kg-1) em Mytella guyanensis da Baia

do Iguape em relacéo a sazonalidade.

Média da analise microbiologica (Log/UFC/g) e desvio
padrao de Mytella guyanensis comercializado em
Cachoeira (Bahia, Brasil), 2015-2016.

44

47

48

49

62



Figura 1 -
Capitulo 1

Figura 1 -
Capitulo 2

Figura 2 -
Capitulo 2

Figura 3 -

Capitulo 2

Figura 4 -
Capitulo 2

Figura 5 -
Capitulo 2

Figura 1l -
Capitulo 3

LISTA DE FIGURAS

Espécie em estudo: Mytella guyanensis

Localizacao dos pontos de coleta

Valores médios de temperatura (°C), salinidade da agua
(%0) € pH no periodo da coleta na RESEX Marinha Baia do
Iguape (Bahia, Brasil)

Pluviosidade (mm) acumulada nos meses do estudo

Andlise de Componentes Principais (PC1 e PC2) com a
quantificacdo de microrganismos e metais tdxicos em
Mytella guyanensis da Baia do Iguape (Bahia, Brasil) com

os fatores ambientais

Andlise de Componentes Principais (PC1 e PC2) de
amostras de Mytella guyanensis da Baia do Iguape (Bahia,

Brasil) em dois periodos de coleta.

Percentual de adequacdo dos itens avaliados em

estabelecimentos comerciais de Cachoeira, Bahia, Brasil.

20

43

45

46

52

65

Vi



ANVISA
BPM
BTS

Cd

DTA
EAEC
EHEC
EIEC
EPEC
ETEC
EUSQUAP
FABESB
ICMBio
ICP OES

IFBA
INEP
kg
MAPA
MERCOSUL
mg

mL
MPA
nm
OMS
Pb

PCA

pH
PNCMB

RESEX

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Boas Préticas de Manipulacéo

Baia de Todos Santos

Cadmio

Doenca Transmitida por Alimentos

. coli enteroagregativa

. coli enterohemoréagica

. coli enteroinvasora

. coli enteropatogénica

m m m m m

. coli enterotoxigénica

European Union Shellfish Quality Assurance Programe
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
Espectroscopia de emisséo 6tica com plasma indutivamente
acoplado

Instituto Federal da Bahia

Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais

Quilograma

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mercado Comum do Sul

Miligrama

Mililitro

Ministério de Pesca e Aquicultura

Nanbémetro

Organiza¢do Mundial de Saude

Chumbo

Andlise de Componentes Principais

Potencial Hidrogenibnico

Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves

Reserva Extrativista

vii



SPSS Statistical Package for the Social Sciences

UFC Unidade Formadora de Colbénia

viii



INDICE

Pagina
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGAO . ...ttt ettt ettt eteseesee e ene e 14
CAPITULO 1
Revisdo de literatura: Microrganismos e metais toxicos como fonte de
contaminagdo em sururus (Mytella gUYaNeNnSIS)..........uuuveeeieiiiieieieeeeiiiiieeinens 16
RESUMIO. ... e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeees 17
Y 013 = Lo P PPPRPPRRP 17
MOIUSCOS DIVAIVES.......oeeeeeeiieiie e e e e e e e e e eeeneeaes 18
Sururu (Mytella gUYANENSIS) ....coeeiiiieiii it 19
Extrativismo de sururu na Baia do Iguape..........cccceeeeeieiieieeiiiiiieeeeeeiie 21
Sururu como veiculo de transmissao microbiana.................ooocecciiiiiiiiieennnn. 21
Coliformes Toais, Termotolerantes e Escherichia COli.............ccccccvviiiiiiinnnns 22
StaphYIOCOCCUS QUIBUS........ccoeiiiieeeeeeeeet e e 24
Padrdes mMiCrobiOIOgICOS. ......uuuuiiiie e e e e e e e e, 25

Boas praticas de manipulacdo como alternativa para inocuidade dos

=11 0 T= ] (0 R RRPUPRR 25
Substancias inorganicas com poluentes qUIMICOS..........ccvvvereeeriiiieeeeeennnnne. 26
CRUMDO. .. 28
(@2 To [ 101 o TP 29
REFERENCIAS . ...ttt 30

CAPITULO 2

Qualidade microbiologica e quimica de sururu (Mytella guyanensis) em

periodos estacionais na Resex marinha Baia do Iguape..........cccccccceeennnnnn. 39
RESUIMO. .. e e et e e e e e eeaas 40
Y 0111 = Tod TSRS 41
INETOAUGEID. ... e e e e e e e e e e 41
1Y/ 1=1 (0o o] (o o - VU 42



RESUILAAOS € ISCUSSA0. .. .cuien et eeen 45
CONCIUSDES. . .o 52
REFERENCIAS. ..ottt e e et e et e e e e e e et e e et e e et e et e e raes 53

CAPITULO 3

Condicdes higiénico-sanitarias e analise microbiologica de Mytella

guyanensis comercializado em Cachoeira, Bahia, Brasil........................c..... 56
ST 81 1 10 57
J N o1} £ 1= (o1 PO TPRRRTPRRRR 58
INETOAUGED. ... e e e e e e e e 58
Material © METOUOS. ... et 59
RESUIAAOS € ISCUSSA0. ... . et 61
CONCIUSAO. ... e e e 65
REFERENCIAS. ...ttt et et e e e et e e eee e eee e 66
CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt 69
APENDICES. ...ttt et et e e e e ettt et e e e 69
AN X O S . e e 73



RESUMO

SANTOS, A. O. ANALISE MICROBIOLOGICA E QUIMICA DE Mytella
guyanensis COLETADO EM ESTOQUES NATURAIS E COMERCIALIZADO
NO MUNICIPIO DE CACHOEIRA, BAHIA

O trabalho objetivou determinar a qualidade microbiolégia e quimica de M.
guyanensis coletados em estoques naturais, assim como verificar as condi¢cdes
higiénico-sanitarias dos pontos de venda que comercializavam esse bivalve
processado. Foram coletadas 30 amostras in natura e 48 processadas no
periodo de junho de 2014 a fevereiro de 2016. As populacdes de Coliformes
totais e Escherichia coli foram estimadas pelo método de contagem rapida
Petriflm™ (3M Company), utilizando placas EC (AOAC 991.14), e as de
Staphylococcus aureus utilizando placas STX (AOAC 955.15). A quantificacéo
de chumbo e cadmio foi realizada pela técnica ICP-OES e os aspectos
higiénico-sanitarios foram avaliados por meio da aplicacdo de uma lista de
verificacdo (check list). Para as amostras in natura, a quantificacdo dos
microrganismos estava dentro do limite permitido pela legislacdo. J4 a analise
guimica demonstrou que todas as amostras analisadas apresentaram
concentragbes de chumbo duas vezes e caddmio quatro vezes acima do
permitido pela legislacdo, logo sob o ponto de vista sanitario as amostras in
natura encontram-se impréprias ao consumo. As amostras processadas
apresentaram alto indice de contaminagdo para todos 0s microrganismos
pesquisados e 0s pontos de venda apresentaram inadequacdes com relacdo a
conduta do manipulador, higienizacdo do ambiente e condi¢cdes de
comercializacdo, destacando a comercializagdo a temperatura inadequada.
Desta forma, ao analisar as amostras de M. guyanensis in natura e
processadas, conclui-se que houve falhas no processamento do molusco e
inadequacgdes na comercializagdo, sendo necessario 0 monitoramento para o
controle da poluicdo e realizagdo de atividades educativas com o0s
manipuladores para minimizar e combater os riscos de contaminagao do

bivalve, garantindo a satude do consumidor.

Palavras chave: Bivalve. Processamento. Coliformes. Metais toxicos.
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ABSTRACT

SANTOS, A. O. ANALYSIS MICROBIOLOGICAL AND CHEMICAL Mytella
guyanensis COLLECTED IN STOCKS NATURAL AND MARKETED IN
MUNICIPALITY CACHEIRA, BAHIA

The study aimed to determine the microbiological and chemical quality of M.
guyanensis collected in natural stocks, as well as check the sanitary conditions
of the selling points that traded this bivalve processed. 30 samples were
collected in natura and processed in the period 48 June 2014 to February 2016.
The populations of total coliforms and Escherichia coli were estimated by
Petrifilm ™ quick count method (3M Company) using EC cards (AOAC 991.14)
and Staphylococcus aureus using STX cards (AOAC 955.15). Quantification of
lead and cadmium was carried out by ICP-OES technique and hygienic-health
aspects were evaluated by applying a checklist (checklist). For fresh samples,
guantification of microorganisms was within the limit allowed by law. Already the
chemical analysis showed that all the samples analyzed had concentrations of
lead and cadmium twice four times higher than allowed by law, then from the
health point of view the fresh samples are unsuitable for consumption. The
processed samples showed high contamination rate for all organisms studied
and outlets showed inadequacies with respect to the conduct of the handler,
environmental hygiene and marketing conditions, highlighting the marketing
inadequate temperature. Thus, when analyzing samples M. guyanensis in
natura and processed, it is concluded that there were errors in shellfish
processing and inadequacies in marketing, requiring monitoring for pollution
control and implementation of educational activities with the handlers to
minimize and combat bivalve contamination risk by ensuring the health of

consumers.

Keywords: Bivalve. Processing. Coliforms. toxic metals.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que, a cada ano, mais
de um milhdo e meio de pessoas morrem por infec¢Bes diarréicas, muitas das
quais foram adquiridas por Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA)
(BRASIL, 2014). Uma das causas das DTA € o consumo de moluscos bivalves
crus ou coccionados de maneira incorreta, coletados de 4guas contaminadas,
visto que essas doencas podem ser desencadeadas, tanto por um agente
infeccioso contaminante do alimento ingerido, quanto pela toxina por ele
produzida (BRASIL, 2001).

O consumo de pescados® contaminados é visto como uma préatica que
oferece risco a seguranca alimentar do consumidor. Dentre os pescados
destaca-se o bivalve M. guyanensis (Lamarck, 1819), conhecido popularmente
como “sururu” ou “marisco-do-mangue”, o qual € um importante recurso
pesqueiro para populagdes litoraneas do Brasil, sendo considerado fonte de
subsisténcia e renda (NISHIDA; NORDI; ALVES, 2008).

Mytella guyanensis, assim como o0s outros bivalves, além de ser
considerada fonte de proteina para alimentacédo, sdo indicadores ambientais,
visto que apresentam morfologia de animal filtrador, possuindo a capacidade
de absorver substancias quimicas e microrganismos presentes no ambiente, 0s
quais sao considerados potencialmente prejudiciais a saude humana
(NASCIMENTO, 2011).

Alguns microrganismos associados aos moluscos bivalves podem
causar surtos de toxinfec¢des alimentares em humanos por meio da ingestéo
desse molusco contaminado. Sua microbiota envolve Escherichia coli,
Salmonella spp., Estafilococos coagulase positiva e Vibrio spp. (PEREIRA et
al., 2006; SANDE et al., 2010). A contaminacé&o microbiana pode ser resultante
do ambiente, ou pode ser adquirido por meio da manipulacdo inadequada, no
armazenamento e durante o processo de comercializacdo (SILVA JUNIOR,
2014).

A presenca da bactéria Staphylococcus aureus em alimentos, por

exemplo, € indicativo de falhas higiénico-sanitarias e os estabelecimentos

! pescado- todos os peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua
doce ou salgada, usados na alimentacdo humana (BRASIL, 2015).

14



comerciais que desconhecem as boas praticas de manipulacdo podem
favorecer o aumento da populacdo microbiana, e consequentemente o
surgimento de DTA (REALON; SILVA, 2009).

Além dos perigos biologicos, aguas contaminadas por poluentes
quimicos representam riscos a saude ambiental e publica, uma vez que podem
ter efeitos toxicos tanto para os seres humanos quanto para os animais
(SANTOS, 2009). O contato com esses tipos de poluentes nos animais causam
alteracdes que comecam no nivel celular/molecular estendendo-se para tecidos
e orgaos, desencadeando efeitos secundarios, os quais levam a anomalias ou
mortalidade (SANDERS,1990). Ja para humanos, estudos demonstram que
pode ocasionar disturbios no sistema nervoso central, podendo ocasionar 6bito
(FERREIRA et al., 2007).

Sendo assim, o sururu (M. guyanensis) pode estar relacionado a
contaminacdo ambiental causado por impactos antropicos e pode ser
veiculador de varios microrganismos patogénicos ao ser humano (BARROS;
BARBIERI, 2012; DOI et al., 2012). Face ao exposto, estudos avaliando as
condicBes in natura e o processamento de moluscos sédo de suma importancia
para 0 meio ambiente e para a saude publica, prevenindo ou ajudando a

elucidar riscos.

15



CAPITULO 1

Revisao de Literatura: Microrganismos e metais toxicos como

fonte de contaminagédo em sururus (Mytella guyanensis)
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RESUMO - Uma das causas de DTA esta associada com o consumo de
bivalves contaminados, o0s quais normalmente sdo ingeridos crus ou
ligeiramente cozidos. Dentre esses moluscos, destacam-se o sururu (M.
guyanensis), que além de ser utilizado na alimentacdo como fonte de proteina,
€ considerado indicador ambiental. Devido a morfologia de animal filtrador, este
possui a capacidade de acumular substancias quimicas e microrganismos
presente na agua. Na contaminacdo quimica, o chumbo e o cadmio sdo uma
das principais substancias inorganicas com elevado potencial de risco a
contaminacgdo, causando efeitos toxicologicos tanto para os seres humanos
quanto para 0s animais, fator este que pode ser agravado por meio de
lancamentos de efluentes domeésticos e industriais ndo tratados, que afetam
diretamente a qualidade do ecossistema. A contaminacao microbiana pode ser
resultante do proprio ambiente onde s&o capturados, ou através da
manipulagdo inadequada, no armazenamento e durante o processo de
comercializagdo. A manipulacdo inadequada compromete a qualidade sanitaria
do alimento, portanto o manipulador é considerado um importante veiculo de

transmissao de microrganismos.

Palavras chaves: Bivalve. Seguranca alimentar. Toxicidade.

ABSTRACT - One of the causes DTA is associated with the consumption of
contaminated molluscs, which are usually eaten raw or slightly boiled. Among
these mollusks, they highlight the mussels (M. guyanensis), which in addition to
be used in feed as a protein source, is considered environmental indicator. Due
to the morphology of animal filtrador, this has the ability to accumulate
chemicals and micro-organisms present in the water. In chemical
contamination, lead and cadmium are one of the main inorganic substances
with a high potential risk for contamination, causing toxicological effects both for
humans and for animals, a factor that can be aggravated by domestic effluent
discharges and industrial untreated, which directly affect the quality of the
ecosystem. Microbial contamination may be the result of their own environment
where they are captured, or through improper handling, storage and during the
marketing process. Improper handling compromises the health quality of food,

so the handler is considered an important microorganisms transmission vehicle.
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Keywords: Bivalve. Food security. Toxicity.

MOLUSCOS BIVALVES

E denominado molusco bivalve animais que possuem um corpo mole
protegido por uma concha de duas valvas, as quais, por sua vez, mantém-se
unidas devido a presenca dos musculos adutores. Apresenta musculos em
cada uma das suas extremidades e sua retracgdo faz com que as valvulas
fechem (IPIMAR, 2008).

Dentre os bivalves comestiveis comercializados no Brasil, destacam-se,
Mytella guyanensis (Lamarck, 1819), Mytella falcata (Orbigny, 1842), Iphigenia
brasiliensis (Lamark, 1818), Tagelus plebeius (Lighffort, 1786), Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828), Perna perna (Linnaeus, 1758) e Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791) (MONTELES et al., 2009).

Devido ao seu alto valor nutricional, os mesmos desempenham elevada
importancia na dieta humana por ser fonte de nutrientes essenciais (FAO,
2012), como proteina, vitaminas (A e D), minerais como zinco, ferro e cobre,
acidos graxos poliinsaturados 6mega-3, carboidratos e apresentam baixo valor
calérico (FAUCONNEAU, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2008; HUI et al., 2006;
AVEIRO, 2007).

Sua composicdo e qualidade podem ser influenciadas por diversos
fatores, dependendo da espécie. Entre individuos da mesma espécie, a
composicdo depende de fatores genéticos, fisiolégicos, grau de maturacdo
sexual, idade, sexo, zona geografica, época do ano, dieta e disponibilidade
alimentar, fatores ambientais (temperatura da &gua, salinidade, oxigénio
dissolvido), sistema de cultivo, manuseio e condicdes de conservacao
(HAARD, 1992; NUNES et al., 2008).

Apesar dos beneficios, existem riscos associados ao consumo desses
bivalves, pois os mesmos possuem a fisiologia de animais filtradores, podendo
incorporar e bioacumular em seus tecidos diversos patdgenos humanos
eventualmente presentes nas aguas estuarinas, tais como, bactérias e
protozoarios, assim como contaminantes quimicos (NASCIMENTO, 2011;
MORESCO et al, 2012). Os estuarios sdo ambientes aquaticos de transicéo
onde os rios desaguam no mar, havendo interacdo de &aguas marinhas e
continentais (LEAL; FRANCO, 2008).

18



Esse ambiente é favoravel a diferentes tipos de contaminacao
resultantes de acbes antropicas através de lancamento de efluentes
domésticos e industriais ndo tratados que afetam diretamente a qualidade da
agua, podendo causar riscos a saude humana e as espécies presentes no
habitat (MIRANDA; CASTRO; KJERFVE, 2002; HENRIQUES et al., 2003;
BARBIERI; DOI, 2011; BARROS; BARBIERI, 2012; DOI et al., 2012).

A condicdo do ambiente estuarino ndo € o Unico fator determinante para
a (qualidade higiénico-sanitaria do bivalve, ha também outros fatores
relacionados com as etapas posteriores a captura, como € 0 caso da
manipulacéo, transporte e armazenamento (PEREIRA, 2003; VIEIRA et al.,
2006).

O manipulador de alimentos é considerado um importante veiculo de
contaminacdo dos alimentos por microrganismos (SANTOS; SOUZA, 2013).
Varias atitudes favorecem a veiculagdo, como tossir, espirrar, higienizar as
mMaos incorretamente, usar adornos, ndo usar toucas, aventais e néo realizar
exames médicos laboratoriais frequentemente, constituindo-se fatores de risco
para a contaminacao do alimento (SILVA JUNIOR, 2014).

Estudos como o de Freitas et al. (2015) ratificam essas afirmacgdes, o
qual teve como objetivo avaliar as condicbes higiénico-sanitarias do
processamento de sururu em quatro comunidades da Baia do Iguape,
concluindo que a maior fonte de contaminacao do bivalve foi proveniente das
maos das marisqueiras, as quais apresentaram elevada populacdo de
Staphylococcus aureus. De acordo com Silva Junior (2012) isso indica falha
higiénico-sanitaria no processo de desconchamento do molusco.

As DTA estdo diretamente relacionadas com a caréncia de controle
higiénico-sanitario e pela falta de conhecimento sobre a seguranga sanitaria
dos manipuladores de alimentos (BEZERRA; MANCUSO; HEITZ, 2014).

SURURU (Mytella guyanensis)

A espécie M. guyanensis (Figura 1), € um molusco comestivel que
pertence ao Filo Mollusca, Classe Bivalvia, Ordem Mytiloida, Familia Mytilidae,
Género Mytella (RIOS, 1994), conhecida popularmente como sururu ou

19



marisco-do-mangue e encontrada do México ao Peru, no Oceano Pacifico, e da
Venezuela ao Brasil, no Atlantico (RIOS, 2009).

Encontra-se em bosques de mangue, situados na zona entremarés de
ambientes estuarinos, vive enterrado no substrato lodoso, numa profundidade
maxima de 1,0 cm, onde utiliza o bisso para se fixar nas raizes subterraneas
(NISHIDA; LEONEL, 1995; MARQUES, 1998). A sua visualizagdo e captura €
facilitada gracas a posicdo perpendicular, que forma uma pequena marca
retilinea deixada pela borda das valvas na superficie do substrato (ADORNO,
2003).

Figura 1. Espécie em estudo: Mytella guyanensis

Fonte: Acervo do projeto

Apresenta uma concha grande (BOFFI, 1979) e pode apresentar
comprimento maximo de 80 mm (CRUZ; VILLALOBOS, 1993). E um bivalve
didico com propor¢ao sexual de 1:1, sendo que foi encontrado na Costa Rica
(CRUZ-VILLA_LOBOS,1993) e no Brasil (CAMILO et al, 2016) fémeas com
tecido gonadico apresentando coloragcdo que varia de alaranjado a vermelho-

pardo e nos machos de branco-leitoso a marrom-claro.

EXTRATIVISMO DE SURURU NA BAIA DO IGUAPE

A RESEX Marinha Baia do Iguape foi criada em 11 de agosto de 2000
sobre uma area de 10.082.45 hectares. E uma Unidade de Conservacido de
uso sustentavel, que consubstanciam uma territorialidade, dada pelo uso e
manejo dos recursos naturais pelas populacdes tradicionais (BRASIL, 2009).
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Nela existem 20 comunidades, formadas por remanescente de quilombos que
tém sua subsisténcia e renda baseada na exploracdo de M. guyanensis,
proveniente do manguezal (PROST,2010).

Geograficamente, a Baia de Iguape tem uma area total de 76,1 kmz2,
sendo composta por trés setores: Norte, Central e Sul. Os setores Norte e Sul
tém canais de maré com largura média de 200 m e profundidades entre 5 e 10
m, se estendendo por cerca de 11 km e 7 km, respectivamente. O setor Central
€ raso, com grandes bancos de areia alongados e paralelos a corrente de
maré, em exposicdo na maré baixa de sizigia, correspondendo ao delta fluvial
do Rio Paraguacu (CARVALHO, 2000; GENZ, 2006).

Apresenta extensa area entremarés vegetada (28,1 km2) e ndo vegetada
(~16 km?2). A area vegetada é composta por mangues, onde predominam
bosques de mangue branco Laguncularia racemosa (L.) A &rea de manguezais
corresponde a 36,9% da Baia de Iguape e 80,7% da area de mangue de todo o
estuario do Rio Paraguacu (CARVALHO, 2000; GENZ, 2006).

Nesta regido a mariscagem® tem sido considerada uma atividade

econbmica, juntamente com a agricultura familiar e atividades de turismo.

SURURU COMO VEICULO DE TRANSMISSAO MICROBIANA

Dados epidemiolégicos do Ministério da Saude apontam que dos 426
casos de surtos causado por DTA no Brasil em 2015, 0,9% dos casos
corresponde ao consumo de pescado, sendo aparentemente inexpressivos
devido a subnotificacdo dos mesmos (BRASIL, 2015). Atualmente as DTA sé&o
uma das preocupacdes mundiais, pois representa um grande problema de
saude publica, sendo responsaveis por grandes custos sociais e econémicos
(WELKER et al., 2010).

Toxinas, bactérias, metais toxicos e produtos quimicos sao os principais
causadores das DTA (FRANCO; LANGRAF, 2008), sendo que os

microrganismos sSao 0s mais importantes agentes etiolégicos (WELKER et al.

2 Mariscagem refere-se a atividade praticada nos mangues, de forma manual, com o intuito de
capturar moluscos bivalves durante os periodos de marés baixas (FADIGAS; GARCIA;
HERNANDEZ, 2008).
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2010), tendo a ingestdo de agua e alimentos contaminados como veiculo
destes para o organismo humanao.

A microbiota do pescado e da maioria dos bivalves € bastante variada,
dependendo muito da qualidade da agua de onde sao retirados, podendo
abranger virus, como o da Hepatite A e bactérias , como o V. choleare, V.
parahaemolyticus, Pseudomonas sp., Serratia sp., Proteus sp., Clostridium sp.,
Bacillus spp, Salmonella sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(COELHO et al., 2003; JAY, 2005; KITTIGUL, et al., 2008; LEE, et al., 2008;
VIEIRA et al., 2004). Durante o processo de ingestdo do molusco, esses
microrganismos podem ser veiculados ao ser humano (CRUZ-ROMERO et al.,
2008).

Surtos de doencas relacionadas ao consumo de bivalves foram
relatados no mundo, especialmente na América do Norte, Asia e Europa
(POTASMAN; ODEH, 2002; LEAL, 2008). De todos os casos de doencas
alimentares ocorridas nos Estados Unidos da Ameérica, o consumo de moluscos
foi responsavel por 10-19% dos casos, sendo que 9% ocasionaram 0Obito. Em
Nova lorgue, os moluscos bivalves responderam por 64% das DTA (BUTT,;
ALDRIDGE; SANDERS, 2004). Este fato pode est4 associado as condi¢cfes
ambientais e a capacidade de bioacumulacdo dos moluscos (CASTILHO,
2010), assim como as condicbes de processamento (VIEIRA, 2006; SILVA
JUNIOR, 2014).

Coliformes Totais, Termotolerantes e Escherichia coli

As Dbactérias do grupo coliforme totais pertencem a familia
Enterobacteriaceae, compreendendo bacilos gram-negativos, e nao formadores
de esporos, anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas quando incubados a temperatura de 35-37°C, por 48 horas
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Este grupo inclui cerca de 20 espécies,
incluindo tanto bactérias de origem gastrointestinal de humanos e de outros
animais de sangue quente. Além de presentes nas fezes, os coliformes
encontram-se presentes também em vegetais e no solo. Assim, a presenca de
Coliformes Totais no alimento pode nao indicar contaminacao fecal (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).
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Coliformes termotolerantes possuem definicbes semelhantes a
coliformes totais, porém este grupo corresponde as bactérias que apresentam
a capacidade de continuar fermentando a lactose com producao de gés a 44-
45,5°C por 24 horas. Existem quatro géneros, Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella e Citrobacter que s&o coliformes oriundos do trato gastrintestinal.
Cerca de 90% deste grupo séo E. coli (SILVA et al., 2007).

Desde 1991 que Escherichia coli é reconhecida como um patégeno de
origem alimentar. Atualmente esta bactéria esta relacionada a contaminacdo
fecal. Esse microrganismo é capaz de reduzir nitrato a nitrito, de fermentar a
glicose com producdo de acido e gas, oxidase negativa e catalase positiva.
Geralmente mével com flagelos peritriquios, metaboliza uma ampla variedade
de substancias como carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos
organicos (JAY, 2005).

A colonizacdo do trato gastrointestinal humano por E. coli ocorre logo
apos o nascimento e, ap0s a colonizagdo, persistem como membros da
microbiota normal do intestino por toda a vida (GUARNER; MELAGELADA,
2003). A deteccdo da E. coli pode indicar possivel ocorréncia de outros
microrganismos com patogenicidade ainda maior para o ser humano e animais,
uma vez que essa bactéria € um componente natural da microbiota fecal
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Entretanto, apesar de fazer parte da microbiota humana e/ou animal,
algumas cepas de E. coli podem causar doencas, devido a obtencéo de fatores
de viruléncia por transferéncia horizontal de material genético (NATARO;
KAPER, 1998).

De maneira geral, E. coli patogénicas séo classificadas em dois grupos:
E. coli diarreiogénicas, sendo o intestino 0 seu mecanismo de patogenicidade;
e E. coli patogénicas extraintestinais, que apresentam capacidade de
colonizagdo em outros sitios organicos, como sangue, sistema nervoso central
e trato urinario (JOHNSON; RUSSO, 2005).

Trata-se de um microrganismo que pode provocar grande variedade de
doencas devido a diversos fatores de viruléncia que apresenta. Sua
caracterizacdo antigénica baseia-se de acordo com a presenca dos antigenos

O (somatico), encontrado na parede celular, H (flagelares) e K (capsulares)
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(SILVA et al., 2007). Segundo Trabulsi e Alterthum (2008), nem todas as cepas
de E.coli apresentam simultaneamente os trés tipos de antigenos.

De acordo com as caracteristicas de viruléncia, a bactéria Escherichia
coli é classificada em patotipos, como EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC
(E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E. coli
enterohemoragica), EAEC (E. coli enteroagregativa) e UPEC (E. coli
uropatogénica) (CROXEN; FINLAY, 2010).

Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos gram-positivos,
pertencentes a familia Micrococcaceae, sao pequenas, imdveis e com formato
esférico (cocos). Sdo anaerdbicas facultativas, com maior crescimento sob
condicBes aerdbicas, quando entdo, produzem catalase. Sao microrganismos
mesodfilos que se desenvolvem entre 7° C e 47,8° C, idealmente entre 30° C e
37° C, enquanto suas enterotoxinas sdo produzidas entre 10° C e 46° C
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Atualmente 32 espécies incluem este género de bactéria, sendo que
cinco destas sdo capazes de produzir uma enzima extracelular, a coagulase, e
trés espécies produzem enterotoxinas. Em surtos de intoxicacdo estafilocécica,
Staphylococcus aureus € a espécie mais prevalente, entretanto S. intermedius
e S. hyicus também podem produzir enterotoxinas (SILVA; GRANDRA, 2004).

A intoxicacdo alimentar estafilocécica é atribuida a ingestdo de toxinas
produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicagdo no alimento,
representando um risco para a saude publica. Essa toxina, por sua vez é
termoestavel, podendo permanecer no alimento mesmo ap0s o cozimento,
favorecendo a ocorréncia da intoxicacdo (ALCARAS et al., 1997).

Em média de quatro horas ap0s a ingestao do alimento contaminado, os
sintomas da intoxicacdo estafilocécacica comecam a aparecer, como vomito,
célica abdominal, diarréia, sudorese e cefaléia (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
A presenca desse microrganismo em alimentos indica falhas no processamento

e condi¢Oes inadequadas de manipulagédo (SANTOS et al., 2008).

24



Padrbées microbioldgicos

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6érgéo
responsavel por atuar na fiscalizacdo das condi¢Bes higiénico-sanitarias,
especificando os padr6es microbiolégicos dos moluscos bivalves para o
consumo humano, por meio da Resolucdo n° 12, de 2 de janeiro de 2001. Esta
resolucao é a legislacédo brasileira utilizada para avaliar a qualidade da carne
do pescado para o consumo, a qual estabelece os padrdes microbiol6gicos
sanitarios para alimentos referentes a moluscos bivalves cozidos, temperados
ou ndo, industrializados, resfriados ou congelados, porém néo apresenta
padrdes para moluscos in natura. O limite para coliformes termotolerantes é de
5x10g quando estocado em 45°C e para Estafilococos coagulase positiva com
limites de 103 e auséncia de Salmonella (BRASIL, 2001).

Em 2012 foi criado Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario
de Moluscos Bivalves (PNCMB), o qual atua no Brasil de forma semelhante a
legislacdo europeia The European Union Shellfish Quality Assurance
Programme (EUSQAP), monitorando 0s microrganismos contaminantes e
estabelecendo critérios para retirada de moluscos destinados ao consumo
humano em trés niveis, | liberada (E.coli <230 NMP/100g), Il liberada sob
condicao (E.coli 230 a 46.000 NMP/100g) e Ill suspensa (>46.000 NMP/100g)
(BRASIL, 2012).

BOAS PRATICAS DE MANIPULACAO COMO ALTERNATIVA PARA
INOCUIDADE DOS ALIMENTOS

Apesar dos avancos tecnoldgicos nas areas de producéo alimenticia, a
qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos tem sido bastante discutida em
virtude da elevada incidéncia de DTA. A producao de alimentos com qualidade
assegurada representa um importante desafio para o setor de servicos de
alimentacdo e esta realidade tem como fator principal os manipuladores de
alimentos que, as vezes, desconhecem o0s habitos higiénicos adequados
(SILVA, 2010; FERREIRA, 2011).

Para a obtengédo de um alimento in6cuo, que ndo ofereca risco a saude
do consumidor, € imprescindivel que o seu processamento obedeca as Boas
Praticas de Manipulacdo (BPM) (EBONE; CAVALLI; LOPES, 2011). Com isso,
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fica evidente, que a acdes educativas realizadas com os manipuladores sao
essenciais para assegurar a qualidade da alimentacao oferecida (SOUSA et al.,
2009).

Com o intuito de melhorar as condi¢des higiénico-sanitarias na producao
dos alimentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 15 de
setembro de 2004, publicou a RDC n° 216, que dispbe sobre o Regulamento
Técnico de Boas Préticas para Servicos de Alimentagcdo, tendo como objetivo
primordial o constante aperfeicoamento das a¢cdes de controle sanitario na area
de alimentos, e a protecdo a saude da populacédo (BRASIL, 2004).

As BPM constituem-se em um conjunto de normas e procedimentos
corretos para o manuseio dos alimentos, a fim de assegurar a qualidade
sanitaria, de forma a garantir a seguranca e integridade do consumidor. As
normas estabelecidas pelas BPM tém uma abordagem ampla e incluem
aspectos referentes as instalagfes, higiene pessoal e ambiental, além dos
procedimentos envolvidos no processamento dos alimentos (NASCIMENTO;
BARBOSA, 2007).

Diante disso, é necessario realizar inspecdes nos estabelecimentos
comerciais para verificar as condi¢cdes higiénico-sanitarias e a aplicacdo de
uma lista de verificacdo (check list), a qual € uma ferramenta muito utilizada
(GUEDES et al., 2012).

SUBSTANCIAS INORGANICAS COMO POLUENTES QUIMICOS

Além dos microrganismos patogénicos, o sururu pode apresentar outras
fontes de contaminacdo, como as substancias inorganicas. Dentre as
substancias inorganicas destacam-se 0s metais toxicos que sdo considerados
perigosos, devido a sua toxicidade, bioacumulacéo e persisténcia no ambiente
(BAIRD; CANN, 2011).

Por meio do processo de filtracdo, estes contaminantes podem ser
acumulados nos animais aquaticos, sendo, transferidos para cadeia
heterotréfica, até o ser humano, processo denominado de biomagnificacdo
(PAN; WANG, 2011). Desta forma os bivalves encontram-se mais suscetiveis a
contaminagdo por metais toxicos do que 0s peixes, visto que sdo organismos
filtradores (SILVA; BATISTA, 2008; SANTOS et al., 2013).
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Dentre os contaminantes inorganicos, destaca-se o chumbo e o cadmio
por apresentar efeitos deletérios ao ser humano, sendo contaminantes capazes
de interferir em reacdes enziméticas, bloquear os grupos funcionais de
biomolécula, substituir ions metéalicos essenciais, modificar a conformacao ativa
da biomolécula, além de apresentarem efeito acumulativo (JOIRIS et al., 2000;
PEREIRA et al., 2002).

Por ndo serem sintetizados e destruidos pelo organismo humano, os
metais chumbo e cadmio diferem de outros compostos toxicos, sendo
considerados ndo essenciais devido a sua alta toxicidade uma vez que até os
dias atuais ndo se conhece nenhuma fungdo metabdlica (SILVA; BATISTA,
2008; VEIGA et al., 2009).

Considerando a capacidade dos bivalves de bioacumulacdo, séo
largamente utilizados em ambientes aquaticos como bioindicadores ou
biomonitores para o monitoramento da poluicdo por metais toxicos em aguas
costeiras. De uma forma geral, a qualidade para consumo dos bivalves esta
intimamente ligada a qualidade do ambiente onde estes habitam (BIGAS;
DURFORT; POQUET, 2006; MAANAN, 2007; GOKOGLU; YERLIKAYA;
GOKOGLU, 2008; PAN; WANG, 2011).

Santos et al. (2013), quantificando os metais chumbo e cadmio em
amostras de peixes (Centropomus undecimalis e Mugil brasiliensis), molusco
(M. guyanensis) e camardo (Penaeus brasiliensis) no municipio de Sé&o
Francisco do Conde, Bahia, observaram que os niveis de cadmio na maioria
das amostras estavam dentro do limite estabelecido pela legislacéo, entretanto
0s niveis de chumbo nas amostras de molusco e camardo estavam acima do
permitido.

Estudo realizado por Emerenciano et al. (2008), encontraram valores de
4,9 ug g para o teor de chumbo em amostras de mexilhdes (Anomalocardia
brasiliana) coletadas no Estuario Potengi/Jundiai-RN, valor este acima do nivel
estabelecido pela Anvisa. Em andlise de elementos toxicos em siris azuis
(Callinectes sp.) do municipio de Cubatao-SP, Virga, Geraldo e Santos (2007),
obtiveram teor maximo de 12,7 pg g™* para o chumbo.

Reis (1995), no municipio de Santo Amaro, Bahia, realizou estudos

ainda na época em que efluentes liquidos da antiga usina de chumbo eram
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emitidos diretamente no rio Subaé, sinalizando a contaminacdo nas aguas

fluviais e verificou que os valores encontrados para chumbo (0,04 a 6,18 mgL?).

Chumbo

O chumbo é um metal cinza azulado, inodoro, maleavel, sensivel ao ar,
em concentracdes elevadas é considerado um contaminante ambiental toxico
para a maioria dos seres vivos e encontrado com relativa abundancia na crosta
terrestre, quase sempre como sulfato de chumbo (PbSO?), porém pode
também ser encontrado na forma de carbonato de chumbo (PbCO®) e
clorofosfato de chumbo (PbsCI(PO%)3) (AZEVEDO; CHASIN, 2003; OLIVEIRA,
2007). E um dos contaminantes mais comuns no ambiente, causa efeitos
toxicos tanto para homens quanto para animais (SANTOS, 2009).

Estima-se que o tempo de meia-vida do chumbo no sangue é entre 28 e
36 dias e nos tecidos macios de aproximadamente 46 dias (BOECKX, 1986).
Segundo Piotrowsky; O’brien (1980) e Boeckx (1986), o tempo de meia vida
biol6gico do chumbo no osso humano varia entre 10 a 20 anos, em condigdes
normais, sendo a urina considerada a principal via de excrecdo do chumbo pelo
organismo (76%), seguida das fezes (16%) e, em menor proporcdo pelo suor,
cabelos e unhas (TSALEV; ZAPRIANOV, 1985).

Destaca-se que a concentracdo desse elemento téxico depende de
varios fatores ambientais, como salinidade e temperatura da agua, contetdo de
matéria organica, niveis de oxigénio dissolvido, fluxo da agua e o estagio de
desenvolvimento do organismo, assim como 0 impacto antropogénico e a
forma quimica do contaminante séo fatores de grande relevancia (FRANCHI et
al., 2011).

Os paises participantes do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) em
29 de agosto de 2013 publicou a resolugédo n° 42 que dispde sobre Limites
Maximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos, a qual estabelece o
limite maximo para o chumbo de 1,50 mg/kg em amostras de moluscos
bivalves (BRASIL, 2013).
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Cadmio

A presenca de cadmio em ambientes aquéticos ocorre devido a varios
fatores, como erosdo do solo, descargas atmosféricas devido a operacdes
industriais, vazamentos de aterros e locais contaminados e pelo o uso de
pesticidas agricolas. Os efluentes industriais que apresentam cadmio
contaminam as aguas, que por sua vez podem também contaminar solos que
utiizam essas &guas como fonte de irrigacdo para atividades agricolas
(QUINAGLIA, 2006).

Tanto no ambiente quanto nos alimentos, o cadmio encontra-se em
niveis baixos e geralmente a alimentacdo é a principal fonte de contaminacao.
Os bivalves séo a maior fonte alimentar de cadmio, uma vez que esse metal se
liga a uma proteina (metalotionina) e, portanto, acumula-se nestes organismos
(GOYER; CLARKSON, 2001; SILVA; BATISTA, 2008).

A concentracdo deste contaminante aumenta ao longo do tempo,
proporcionando o processo de bioacumulacdo, pois a taxa de ingestao
geralmente é superior a taxa de eliminacdo (SILVA; BATISTA, 2008). Esse
metal pode bioacumular em plantas aquaticas, invertebrados, peixes e
mamiferos, sendo sua concentracdo proporcional ao o nivel tréfico do
organismo (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Sao varias as manifestacfes causadas pela ingestdo de cadmio, como
toxicidade crénica, doencas de obstrucdo pulmonar e enfisema e doencas
crbnicas do sistema renal, além dos efeitos nefrotdxicos. Verificam-se ainda
ocorréncia de osteoporose e dor Ossea, formacdo de calculos no sistema
0sseo, dor abdominal, vdmitos e diarreia (GOYER; CLARKSON, 2001; KLEIN,
2005).

O limite maximo para cadmio estabelecido por Brasil (2013) € de 2,00
mg/kg . Entretanto no estudo realizado por Marengoni et al. (2013) para avaliar
a bioacumulagcdo de macronutrientes e metais no mexilhdo dourado
(Limnoperna fortunei), encontraram niveis elevados de Cd, Pb e Cr, acima do

estabelecido pela legislacéo.
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Qualidade microbioldgica e quimica de sururu (Mytella guyanensis)
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QUALIDADE MICROBIOLOGICA E QUIMICA DE
SURURU (Mytela guyanensis) EM PERIODOS
ESTACIONAIS NA RESERVA MARINHA BAIA DO
IGUAPE

MICROBIOLOGICAL QUALITY AND SURURU CHEMICAL (Mytella
guyanensis) IN PERIODS SEASONAL IN RESEX MARINE BAY IGUAPE

Allana de Oliveira Santos®®,
Fabio Santos de Oliveira®; Valéria Macedo Almeida Camilo®®, Isabella de Matos
Mendes da Silva®
RESUMO

O consumo de moluscos bivalves crus ou ligeiramente cozidos € visto como uma pratica
que favorece o surgimento de Doencas Transmitidas por Alimentos. Objetivou-se
determinar a qualidade microbiolégica e quimica de M. guyanensis extraidos em
estoques naturais da Reserva Baia do Iguape. Foram coletadas 30 amostras da espécie
entre 0s meses de junho de 2014 a julho de 2015 e analisadas em laboratério. As
populacdes de coliformes totais e Escherichia coli foram estimadas pelo método de
contagem rapida Petrifilm™ (3M Company), utilizando placas EC (AOAC 991.14), e as
de Staphylococcus aureus com placas STX (AOAC 955.15). A quantificacdo de
chumbo e cadmio foi realizada pela técnica ICP-OES. A analise microbioldgica revelou
que a quantificagdo dos microrganismos estava dentro do limite permitido pela
legislagdo. Ja a analise quimica demonstrou que todas as amostras analisadas
apresentaram concentracao acima dos limites permitidos pela legislacdo para os metais
toxicos chumbo e cadmio. Este estudo também evidenciou que a pluviosidade

apresentou correlacdo positiva com a contaminagdo microbiana e quimica. Conclui-se
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que existe restricdo para o consumo e comercializacdo do M. guyanensis devido a
elevada concentracdo de chumbo e cadmio, podendo causar efeitos toxicos para o ser
humano. Os resultados obtidos sugerem a necessidade de implementacdo de um
programa de monitoramento das concentracdes de metais toxicos em organismos dos

ecossistemas marinhos da regido.

Palavras Chave: Bivalve. Coliformes. Metal toxico.

ABSTRACT

Consumption of raw or lightly cooked bivalve molluscs is seen as a practice that favors
the emergence of Foodborne Diseases. This study aimed to determine the
microbiological and chemical quality of M. guyanensis extracted in natural stocks
Reserve Bay Iguape. We collected 30 samples of the species between the months of
June 2014 to July 2015 and analyzed in the laboratory. Populations of total coliforms
and Escherichia coli were estimated by Petrifilm ™ quick count method (3M Company)
using EC cards (AOAC 991.14), and Staphylococcus aureus with STX cards (AOAC
955.15). Quantification of lead and cadmium was performed by ICP-OES technique.
Microbiological analysis showed that the quantification of microorganisms was within
the limit allowed by law. Already the chemical analysis showed that all samples had
concentrations above the limits allowed by law for the toxic metals lead and cadmium.
This study also showed that rainfall was positively correlated with microbial and
chemical contamination. It follows that there is restriction on consumption and
marketing M. guyanensis due to high concentration of lead and cadmium, may cause
toxic effects in humans. The results suggest the need to implement a monitoring

program of toxic metal concentrations in marine ecosystems in the region.
Keywords: Bivalve. Coliforms. Toxic metal.

INTRODUCAO

Ao longo da costa brasileira ha uma grande diversidade de ecossistemas
costeiros, como baias e estuarios, favorecendo a ocorréncia de espécies de moluscos que
apresentam valor socioecondmico para comunidades litoraneas (CASTELLO, 2010;
LIMA-FILHO et al., 2015). Umas das espécies exploradas, é Mytella guyanensis
(Lamarck, 1819), conhecido popularmente com “sururu” (NISHIDA, 2006) cujo
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extrativismo atingiu cerca de 2,1 t, correspondendo a segunda espécie mais capturada
entre os moluscos (BRASIL, 2011).

Importante fonte proteica para comunidades litoraneas M. guyanensis habita
manguezais de regides costeiras e estuarinas e apresenta morfologia de animal filtrador,
possuindo a capacidade de acumular microrganismos e substancias inorganicas
presentes no ambiente (NASCIMENTO et al., 2011).

Segundo BARROS; BARBIERI, 2012; DOl et al., 2012, os ambientes estuarinos
estdo propicios a diferentes tipos de contaminacdo, principalmente por microrganismos
e substancias quimicas, provindos na grande maioria de lancamentos de efluentes
domeésticos e industriais ndo tratados, os quais afetam diretamente a qualidade da agua e
do ecossistema, podendo causar riscos tanto a salde humana quanto as espécies
presentes no habitat.

Além dos aspectos microbioldgicos, os moluscos bioacumulam metais toxicos
presentes no ambiente, comprometendo sua qualidade sanitaria e acarretando impactos
socioecondmicos. Assim, sdo considerados alimentos de risco, estando associados a
casos de Doencas de Transmissdo Alimentar (DTA) em humanos (NASCIMENTO et
al., 2011). Dessa forma, pesquisas em regides costeiras e estuarinas torna-se importantes
para verificar a qualidade sanitaria dos mesmos.

A Reserva Extrativista (RESEX) Marinha Baia do Iguape € um sistema
estuarino que faz parte da Baia de Todos os Santos, onde nos arredores sdo
desenvolvidas atividades petroquimicas e no passado abrigou uma mineradora na cidade
de Santo Amaro, além do fato de a maioria das comunidades no entorno da RESEX néo
tem saneamento basico e coleta de lixo, o0 que torna a consumo de bivalves um risco.

Considerando que a avaliacdo microbioldgica e quimica pardmetros importantes
para avaliar a seguranga no consumo de bivalves, objetivou-se avaliar a qualidade
microbiologica e quimica de M. guyanensis em periodo estacional na RESEX Marinha
Baia do Iguape gerando dados que possam subsidiar futuras pesquisas e estudos

relacionados a qualidade sanitaria dos mesmos na regido.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em estoques naturais da comunidade Engenho da Ponte
na RESEX Marinha Baia do Iguape, localizada no estado da Bahia, Brasil, situado as

margens da Baia de Todos os Santos (Figura 1). No periodo de junho de 2014 a julho de
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2015 foram coletados amostras de M. guyanensis em cinco pontos de amostragem,
designadas como M1 (12° 38' 50"S e 38°51' 43"W), M2 (12°38' 57"S e 38°51' 45"W),
M3 (12°39' 04"S e 38°51' 47"W), M4 (12°39' 09"S e 38°51' 53"W) e M5 (12°39' 02"S
e 38% 52' 00"W), em seis campanhas, trés representando & estacdo chuvosa, e trés a
estacao seca durante maré baixa de sizigia.

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de primeiro uso
etiquetadas e transportadas sob refrigeracdo para o Laboratério do Nucleo de Pesquisa
em Seguranca Alimentar e Nutricional no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia para as analises.

Foram medidas, a cada coleta, temperatura, pH e salinidade de cada local, com o
auxilio de um multiparametro Water Quality Meter AK88 (Akso®). Dados de
pluviosidade de 30 dias antes de cada amostragem foram obtidos do Instituto Nacional
de Pesquisas Espaciais-INPE (INPE, 2014). A identificacdo do estagio da maré foi feita
por consulta a Tabua de Marés da Diretoria de Hidrografia e Navegacao da Marinha do
Brasil (BRASIL, 2015).
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta.

As populacBes de coliformes totais e Escherichia coli e de Staphylococcus
aureus foram estimadas pelo método de contagem rapida Petrifilm™ (3M Company),
utilizando placas EC (AOAC 991.14) e placas STX (AOAC 955.15), respectivamente.
A carne e o liquido intervalvar dos moluscos foram assepticamente acondicionados em

sacos plasticos de primeiro uso e homogeneizados em stomacher por 30 segundos, 25 g
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do homogeneizado foi adicionado em 225 mL de solucdo salina a 0,9% de NaCl e
realizado diluicBes em série (10 e 10°%). As amostras foram plaqueadas e incubadas a
35+1° C por 24+2h. A contagem das coldnias foi realizada com o auxilio de um
contador modelo CP600 Plus (Phoenix®), calculando-se o nimero de log UFC.g*
(SILVA et al., 2007).

Para determinacdo dos metais toxicos, as amostras foram mantidas a -20°C e
posteriormente foram liofilizadas (liofilizador Terroni®) por 12 horas. Apds esse
periodo, foram maceradas, peneiradas em malhas e pesadas em triplicata. Utilizou-se
0,1 g de amostra (em triplicata), a qual foi transferida para tubo digestores, procedendo-
se a etapa de pré-digestdo pela adi¢do de 5,0 mL de &cido nitrico a 65 % e aquecendo a
50° C por 12 horas em bloco digestor. Apos esse periodo, elevou-se a temperatura para
140° C, mantendo-a por 4 horas, seguido do resfriamento até a temperatura ambiente,
posterior adicdo de 2,0 mL de peroxido de hidrogénio 30 %, aquecendo a 140° C por 3
horas. O material resultante foi filtrado e avolumado a 25,0 mL (EPA, 1991; FRANCHI
et al., 2011). As solucGes foram levadas para a leitura de metais por espectroscopia de
emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), por meio do
equipamento modelo Perkin Elmer Optima 7300DV, para obtencdo dos analitos. A

Tabela 1 mostra as condic¢des de operagdo do equipamento.

Tabela 1. Parametros instrumentais de operacdo do ICP OES

Parametros Condi¢oes
Comprimento de onda Pb 220.353 nm
Comprimento de onda Cd 214.440 nm
Poténcia do plasma 1450 W

Gas do plasma 15,0 L min

Gas auxiliar 0,20 L min

Gas de nebulizacéo 0,80 L min
Nebulizador Cross flow Gem Tip
Viséo Axial

Os resultados microbioldgicos foram expressos em Log/UFC/100g. Para
verificar a distribuicdo das variaveis, utilizou-se o teste One-Sample Kolmogorov-
Smirnov. Na analise descritiva foram utilizadas médias e desvio padrdo para as variaveis
quantitativas. Foi calculado o tercil e estabelecido o 2° tercil como ponto de corte da
pluviosidade para definir os periodos estacionais.

Empregou-se o teste T Student para avaliar o nivel de contaminagdo por ponto

de coleta em relacéo a sazonalidade e a correlacdo de Pearson e a Analise Multivariada
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de Componentes Principais (PCA) para analisar se houve correlacdo entre o0s
microrganismos, metais toxicos e os fatores ambientais. Os dados foram analisados
utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0. A
amostragem de todo material bioldgico deste estudo foi conduzida em conformidade
com as leis vigentes (ICMBio- 42081-1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo aos fatores ambientais, a temperatura média da agua foi de 29,5°C
+1,4, salinidade 24,6 £2,0 e pH 7,9 +0,3 (Figura 2). Valores mais baixos de salinidade
ocorreram nos meses de agosto e julho, periodo em que ocorreram as mais altas taxas de
precipitacdo pluviométrica (Figura 3).

Através do teste T observou-se que houve efeito significativo (p<0,05) da
pluviosidade, temperatura e pH para quantificacdo dos microrganismos pesquisados,

enguanto que ndo houve efeito significativo da salinidade.

30 A

chuvoso chuvoso seco Seco seco chuvoso

M Temperatura M Salinidade W pH

Figura 2. Valores médios de temperatura (°C), salinidade da agua (%) e pH no periodo
da coleta na RESEX Marinha Baia do Iguape (Bahia, Brasil).
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Figura 3. Pluviosidade (mm) acumulada nos periodos do estudo

A populacdo de Staphylococcus aureus variou em média de <1 a 1,64 log
UFC.g™ nos pontos estudados para os periodos estacionais, sendo que os valores médios
por ponto no periodo seco foram de <1 a 1,03 log UFC.g™ e no periodo chuvoso foram
de 0,93 a 1,64 log UFC.g™" (Tabela 2). Desta forma, os resultados encontrados em
médias para todas as amostras analisadas apresentaram qualidade satisfatoria, estando
de acordo com a Resolugdo RDC n° 12/2001, que estabelece limite maximo de 3,0 log
UFC.g™! para moluscos bivalves in natura (BRASIL, 2001).

Corroborando com os resultados encontrados, Ramos et al. (2012), em estudo
realizado na Baia Sul, em Santa Catarina, constataram indices dentro do permitido, com
valores variando entre <1 a 2,28 log UFC.g™* para este microrganismo pesquisado em
ostras (Crassostrea gigas).

A populacio de coliformes totais variou em média de 0,93 a 3,09 log UFC.g™,
sendo que os valores médios por ponto no periodo seco foram de 0,93 a 1,67 log UFC.g’
! e no periodo chuvoso foram de 2,16 a 3,09 log UFC.g™ (Tabela 2). Salienta-se que
esses microrganismos indicadores foram encontrados nas amostras de todos 0s pontos
estudados tanto no periodo chuvoso quanto no seco. Apesar de ndo existir parametros
na legislacdo brasileira para coliformes totais em bivalves € importante pesquisa-los,
uma vez que esse indicador fornece informagGes sobre as condigdes higiénico-sanitarias
do produto.

Evangelista-Barreto et al. (2014), avaliando a qualidade bacterioldgica de

bivalves provenientes da Baia do Iguape, no municipio de Maragogipe, encontraram
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indices de coliformes totais e E. coli em M. guyanensis superiores aos constatados no

presente estudo.

Tabela 2. Média de concentragdo microbiana (Log UFC.g™) por ponto em Mytella

guyanensis coletado na RESEX Marinha Baia do Iguape em periodo estacional

Microrganismos  Legislagdo Pontos de coletas
Periodo Chuvoso Periodo Seco
MI M2 M3 M4 M5 ML M2 M3 M4 M5

2&?2235"0‘:0““5 20 138 164 142 093 1,03 <1 103 <1 <1 093

' (#0,7) (x0,8) (x0,8) (x0,1) (0,2) (0,00 (x0,2) (£0,0) (£0,0) (0,1)
t%‘:;'i?rmes \E 216 242 218 260 3,09 167 133 137 093 117

: (0,6) (x0,9) (x05) (¥2,0) (£19 (£0,7) (x0,4) (x0,5) (x0,1) (0,2)
E ool <3ee 150 143 128 173 182 125 <1 <1 <1 093

(#05) (20,4) (20,3) (21,4) (£14)  (£0,6) (x0,0) (£0,0) (20,0) (£0,1)

N.E. Ndo existe parametro na legislagdo
*Resolucdo n°12 de janeiro de 2001
**Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves

De acordo com Brasil (2001) o limite estabelecido de coliformes termotolerantes
é de 1,70 log UFC.g™* para moluscos bivalves cozidos, industrializados resfriados ou
congelados, nédo estabelecendo um limite para o consumo in natura. Ressalta-se que a
bactéria Escherichia coli € o principal coliforme termotolerante. Dessa forma, a
qualidade de bivalves extraidos no Brasil e a seguranca do consumidor estdo baseadas
no Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitadrio de Moluscos Bivalves
(BRASIL, 2013), o qual estabelece limite de E. coli de 2,36 log UFC.g™* em 100 gramas
da carne comestivel dos moluscos bivalves in natura, (BRASIL, 2012).

No presente estudo a populacdo de E. coli variou em média de <1 a 1,82 log
UFC.g™, apresentando valores médios por ponto de <1 a 1,25 log UFC.g™ no periodo
seco e de 1,28 a 1,82 log UFC.g™ no periodo chuvoso (Tabela 2). De acordo com o0s
parametros do PNCMB (BRASIL, 2012), os resultados microbioldgicos foram
satisfatorios, tornando liberada a retirada do molusco para consumo e comercializagao.

Corroborando com os resultados encontrados, Ramos et al. (2010), analisando
amostras de ostras (Crassostrea gigas) da Baia Sul, em Santa Catarina, constataram
indices dentro do permitido, com valor maximo de 1,41 log UFC.g" para este
microrganismao.

O consumo de moluscos bivalves com qualidade microbiolégica insatisfatoria

pode representar um risco a saude humana. A contaminacdo microbiana pode ser
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resultante do proprio ambiente onde sdo capturados ou pode ser oriunda da
manipulagdo, armazenamento e comercializagdo inadequados. Dessa forma, torna-se
necessario o constante monitoramento de toda cadeia desde extragdo a comercializagdo
como forma de evitar a contaminagéo.

A analise das concentracGes de metais toxicos revelou que o chumbo variou de
1,98 a 3,21 mg.kg™, apresentando variacdo de 1,98 a 2,61 mg.kg™'no periodo seco e
2,66 a 3,21 mg.kg™ no periodo chuvoso. O cadmio variou de 6,69 a 9,06 mg.kg™,
ocorrendo variagdo de 6,69 a 8,20 mg.kg™no periodo seco e 7,77 a 9,06 mg.kg™ no
periodo chuvoso (Tabela 3). Por meio dos resultados, observou-se que tanto no periodo
seco quanto no chuvoso os pontos amostrados apresentaram concentracdo de chumbo
aproximadamente duas vezes e cadmio quatro vezes acima do permitido pela Resolucéao
RDC n° 42/2013 (BRASIL, 2013), evidenciando que o consumo desse bivalve pode ser

prejudicial a saide do consumidor.

Tabela 3. Concentragdo média (mg.kg™) dos metais chumbo e cadmio em Mytella

guyanensis coletado na RESEX Marinha Baia do Iguape em periodo estacional

Metais Legislacdo Pontos de coletas
RDC n° Periodo Chuvoso Periodo Seco
42/2013 M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5

Chumbo 150 3,21 3,02 2,77 3,05 2,66 2,45 2,14 2,20 1,98 2,61
' (0,90 (1,00 (*1,4) (x0,7) (x0,2) (x0,6) (*0,7) (x0,9) (x0,4) (%0,6)
8,51 9,18 7,77 8,68 9,06 8,20 6,72 6,69 7,24 6,94

Cadmio 200 11y (15 (22) (17) @25  (#3) (15 (£12) (#22) (£15)

As concentragfes médias encontradas para esses metais toxicos pesquisados nos
periodos estudados podem ter a influéncia da proximidade desta baia com a Baia de
Todos os Santos (BTS), baia que possui um histérico de contaminagdo quimica
(SOUZA; WINDMOLLER; HATJE, 2011). Santos et al. (2013), em estudo realizado
no municipio de Sdo Francisco do Conde, Bahia, regido circunvizinha da BTS, com
amostras de M. guyanensis, constataram que os niveis de chumbo estavam acima do
permitido pela legislacao.

Como j& observado pelo teste T houve um efeito significativo (p<0,05) da
pluviosidade para todos os microrganismos pesquisados, sendo que a populacdo de
Coliformes totais e E. coli foram maiores no periodo chuvoso, fato também observado
para a concentracdo de chumbo e cadmio (Tabela 4). Valores elevados de concentracdo

microbiana encontrados nesse estudo pode estar sofrendo influéncia da proximidade das
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moradias da comunidade, as quais despejam seus efluentes diretamente no estuério,
sendo 0os mesmos considerados a principal causa de contaminacdo das aguas, além de
ser uma regido que ndo permite uma circulacéo eficiente das aguas, o que dificulta a
diluicdo dos dejetos. Segundo Lima-Filho (2015), isto pode ser é explicado porque as

chuvas provocam suspensédo de sedimentos e entrada de nutrientes na agua.

Tabela 4. Média da concentracdo microbiana (Log UFC.g™) e de metais toxicos

(mg.kg™) em Mytella guyanensis da Bafa do Iguape em relagéo a sazonalidade

Periodo de coleta

Seco Chuvoso
Staphylococcus aureus 0,93 (x0,1) 1,29 (+0,6)
Coliformes totais 1,29 (x0,4) 2,50 (¥1,1)
E. coli 0,98 (x0,2) 1,56 (£0,8)
Chumbo 2,27 (£0,6) 2,95 (+0,8)
Cadmio 7,16 (£1,4) 8,65 (+1,6)

Por meio da Correlagéo de Pearson, observou-se que houve uma correlagéo forte
positiva entre a pluviosidade e os coliformes totais (r=0,629, p<0,0001) e E. coli
(r=0,678, p<0,0001) e correlacdo moderada positiva para chumbo (r=0,363, p=0,049) e
cadmio (r=0,435, p=0,016). Segundo Kolm e Miquelante (2011) a pluviosidade tem
capacidade de interferir na carga microbiana, uma vez que pode arrastar materiais e
residuos sélidos para agua. Houve correlacdo moderada positiva entre a salinidade e 0s
coliformes totais (r=0,453, p=0,012) e E. coli (r= 0,438 p=0,015), correlagdo moderada
positiva para cadmio (r=0,469, p=0,009) e ndo houve correlacdo significativa para
chumbo.

A salinidade esta envolvida nos processos de absorcdo e distribuicdo de metais
toxicos nos tecidos, sendo que baixas salinidades tem mais influéncia no acimulo de
metais nos tecidos do que a temperatura (VOLETY, 2008). O aumento da
disponibilidade dos metais, com o aumento da salinidade pode demonstrar um processo
de redisponibilizacdo dos metais por processos fisicos e quimicos de dessor¢do
incentivados pelo aumento da salinidade (BIANCHI, 2006).

Com relacdo a temperatura houve correlacdo moderada negativa para coliformes

totais (r=-0,531, p=0,003) e E. coli (r=-0,433, p=0,017), correlagdo moderada negativa
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para cadmio (r=-0,558, p=0,001) e ndo houve correlacdo significativa para chumbo.
Para o pH n&do houve correlacdo significativa para os coliformes totais, E. coli e cddmio
e correlagcdo moderada negativa para chumbo (r=-0,377, p=0,040)

Doi, Barbieri e Marques (2014) analisaram a densidade colimétrica das areas de
extrativismo de ostras em relacdo aos fatores ambientais em Cananeia, Sdo Paulo, e
concluiram que a concentragdo de coliformes totais e termotolerantes nos locais
analisados demonstrou variabilidade temporal, quanto maior o indice de chuva, mais
elevados os valores de coliformes encontrados.

Mignani et al. (2013) avaliaram as densidades de coliformes totais e
termotolerantes em &gua de cultivo de ostra em Cananeia, S&o Paulo, correlacionaram
estas densidades com varidveis ambientais, e concluiram que a temperatura e pH nédo
apresentaram correlacdo com os coliformes.

A Anaélise de Componentes Principais (PCA) revelou a correlacéo linear entre os
fatores ambientais (temperatura, pH, salinidade e pluviosidade), os coliformes totais e
E. coli, Staphylococcus aureus, chumbo e cadmio (Figura 4). Este modelo explica
59,71% da variacdo total dos dados, o primeiro componente foi responsavel por 40,19%
da variancia, mostrou correlacdo positiva da pluviosidade com todos 0os microrganismos
(Staphylococcus aureus, coliformes totais e E. coli) e os metais chumbo e cadmio e
correlagdo negativa entre pH e chumbo, ou seja, pode observar que um aumento da
pluviosidade corresponde um aumento na quantificacdo dos microrganismos e metais
toxicos e uma diminuicdo da temperatura e pH. O segundo componente explicou
19,52% da variabilidade, com correlacdo foi positiva entre a salinidade com os
coliformes totais e termotolerantes e cadmio e correlacdo negativa entre a temperatura

com coliformes totais e E. coli e cadmio.
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Figura 4. Andlise de Componentes Principais (PC1 e PC2) com a quantificacdo de
microrganismos e metais toxicos em Mytella guyanensis da Baia do Iguape com 0s

fatores ambientais.

Na figura 5 encontra-se representada a PCA das amostras em dois periodos de
coleta (seco e chuvoso). O primeiro componente explicou 42,81% e o segundo
componente 21,88% da variancia dos dados, sendo que o primeiro componente explica
melhor a distribuicdo geral das amostras nos periodos mostrando correlagdo positiva
para as amostras no periodo chuvoso e correlacdo negativa no periodo seco. As
amostras apresentam comportamento mais estavel no periodo seco devido a pouca

influéncia dos fatores ambientais.
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Figura 5. Andlise de Componentes Principais (PC1 e PC2) de amostras de Mytella

guyanensis da Baia do Iguape em dois periodos de coleta.

Ao analisar os dois graficos em conjunto (Figura 4 e 5) € possivel observar a
influéncia das variaveis em determinadas amostras, ou seja, se estdo no mesmo
guadrante amostras e variaveis apresentam correlacdo entre si e quando as variaveis

aumentam influéncia diretamente nesse conjunto de amostras.

CONCLUSOES

Diante dos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que os
exemplares de M. guyanensis extraidos da comunidade Engenho da Ponte da Baia do
Iguape estdo adequados do ponto de vista microbioldgico, porém existe restricdo para
seu consumo e comercializacdo devido a elevada concentragdo de chumbo e cadmio,
podendo causar efeitos toxicos para o ser humano.

Os resultados obtidos sugerem a necessidade de implementagdo de um programa

de monitoramento das concentragdes de metais toxicos em organismos dos ecossistemas
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marinhos da regido para controle da poluicdo e evitar risco para a saude dos

consumidores.
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CAPITULO 3

Condicdes higiénico-sanitarias e analise microbiolégica de Mytella

guyanensis comercializado em Cachoeira, Bahia, Brasil
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RESUMO

Objetivou-se determinar a qualidade microbiolégica de M. guyanensis
comercializado em Cachoeira, Bahia, Brasil e avaliar as condi¢cdes higiénico-
sanitarias dos pontos de venda. As amostras foram adquiridas quinzenalmente
de quatro comerciantes, dois da feira livre da cidade e dois de mercados do
distrito de Santiago do Iguape, no periodo de junho de 2015 a fevereiro de
2016. As populagdes de coliformes totais e Escherichia coli foram estimadas
pelo método de contagem rapida Petrifim™ (3M Company), utilizando placas
EC (AOAC 991.14) e as de Staphylococcus aureus com placas STX (AOAC
955.15). Os aspectos higiénico-sanitarios foram avaliados por meio da
aplicacao de uma lista de verificacdo (check list) conforme a RDC 275/2002 e
216/2004, ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. A média dos
resultados microbiolégicos revelou que as amostras comercializadas nos
mercados estavam de acordo com limite permitido para Staphylococcus aureus
e E. coli. Ja as amostras comercializadas na feira livre apresentaram em média
100% de contaminacdo para 0S microrganismos pesquisados, sendo
improprias para o consumo. Verificou-se também que os pontos de venda
apresentaram inadequac¢des com relacao a conduta do manipulador, condi¢des
de comercializacdo e higienizagdo do ambiente. Sugere-se que o0
processamento das amostras encontra-se insatisfatorio juntamente com as
condicbes de comercializacdo, fazendo-se necessaria a realizacdo de
atividades educativas com as marisqueiras, com objetivo de minimizar ou até
mesmo elucidar os riscos de contaminacdo do molusco e possivelmente
garantindo a saude do consumidor.

Palavras Chave: Bivalve. Processamento. Coliformes.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the microbiological quality of M. guyanensis
marketed in Cachoeira, Bahia, Brazil and evaluate the sanitary conditions of the
selling points. The samples were obtained biweekly four traders, two of the free
market in the town and two of Iguape Santiago district markets in the period
from June 2015 to February 2016. Populations of total coliforms and
Escherichia coli were estimated by Petriflm ™ quick count method (3M
Company) using cards EC (AOAC 991.14) and Staphylococcus aureus with
STX cards (AOAC 955.15). The hygienic and sanitary aspects were evaluated
by applying a checklist (checklist) as RDC 275/2002 and 216/2004, both the
National Health Surveillance Agency. The average of microbiological results
showed that the samples were sold in the markets according permitted limit for
Staphylococcus aureus and E. coli. However, the samples sold in the open
market had on average 100% of contamination of the microorganisms
examined, being unfit for consumption. It was also found that sales points
present inadequacies in relation to the conduct of the manipulator, marketing
conditions and hygiene of the environment. It is suggested that the sample
processing is unsatisfactory with market conditions, making it necessary to
carry out educational activities with seafood restaurants, in order to minimize or
even clarify the mollusk contamination risks and possibly ensuring consumer
health.

Keywords: Bivalve. Processing. Coliforms.

INTRODUCAO

A ingestdo de moluscos bivalves crus ou levemente cozidos é uma
pratica comum em regifes litorAneas do Brasil, principalmente na regido
Nordeste, incluindo o bivalve M. guyanensis (PEREIRA et al., 2007). Conhecido
popularmente como sururu ou marisco-do-mangue, Mytella guyanensis é um
bivalve que apresenta morfologia de animal filtrador, possuindo a capacidade
de absorver e acumular microrganismos e toxinas presentes na agua
(NASCIMENTO et al., 2011). E um importante recurso para as populacdes
litordneas, sob o ponto de vista socioeconémico (NISHIDA; NORDI; ALVES,
2008).

Apesar do seu elevado valor nutricional, existem riscos associados ao

consumo desse bivalve devido a presenca de contaminantes microbiolégicos,
58



0S quais podem causar surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)
(LEAL, 2008).

Um dos fatores que contribui para a contaminagcdo de M. guyanensis é a
qualidade sanitaria do ambiente aquéatico onde s&do capturados. Segundo
Barros, Barbieri (2012) e Doi et al., (2012) os ambientes estuarinos estao
propicios a contaminagdo microbiolégica ocasionada atraves dos efluentes néo
tratados.

Outro fator determinante para qualidade higiénico-sanitaria do molusco
sdo as condicdes de processamento e comercializagdo. E fundamental o
controle da higiene dos manipuladores, assim como a limpeza das conchas e
dos utensilios para evitar que a carne desconchada seja contaminada (SILVA
JUNIOR, 2014). Bezerra, Mancuso e Heitz (2014) ressaltam que as DTA est&o
diretamente relacionadas com a caréncia de controle higiénico-sanitario e pela
falta de conhecimento dos manipuladores acerca da seguranca dos alimentos.

Considerando a importancia da qualidade sanitaria na comercializacao
dos bivalves, o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiolégica de M. guyanensis comercializado em Cachoeira (Bahia, Brasil)
por meio da quantificacdo de coliformes totais, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, assim como as condi¢fes higiénico-sanitarias dos

pontos de venda.

MATERIAL E METODOS
Amostragem
O estudo foi realizado em Cachoeira, Bahia, Brasil, no periodo de junho

de 2015 a fevereiro de 2016. As amostras de M. guyanensis foram adquiridas
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de quatro comerciantes, dois pontos de venda da feira livre da cidade e dois de
mercados situados no distrito de Santiago do Iguape. Foram comprados 1 Kg
da amostra de cada comerciante, as quais foram acondicionadas em sacos
plasticos de primeiro uso devidamente etiquetados e transportados sob
refrigeracdo para o Laboratério do Nucleo de Pesquisa em Seguranca
Alimentar e Nutricional no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, Santo Antbnio de Jesus, sendo
imediatamente analisadas, durante a coleta das amostras foi mensurada a

temperatura de comercializagao.

Andélise microbioldgica

As populacdes de coliformes totais e Escherichia coli foram estimadas
pelo método de contagem rapida Petrifim™ (3M Company), utilizando placas
EC (AOAC 991.14), e as populacdes de Staphylococcus aureus utilizando
placas STX (AOAC 955.15). De cada amostra de sururu foi pesado 25 g e
adicionado em 225 mL de solucdo salina a 0,9% de NaCl. Esta mistura foi
homogeneizada em stomacher por 30 segundos e diluidas em série (1072 e
10°). As amostras foram plaquedas e incubadas a 35+1° C por 24+2h. A
contagem das colbnias foi realizada com o auxilio de contador modelo CP600

Plus (Phoenix®), calculando-se o numero de log UFC/g (SILVA et al., 2007).

Aplicacéo de lista de verificagao
Os aspectos higiénico-sanitarios dos estabelecimentos comerciais foram
avaliados por meio da aplicacdo de uma lista de verificagdo (check list),

elaborada com base na RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002 e na RDC n°
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216, de 15 de setembro de 2004, ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). O check list foi constituido de 17 itens, divididos em trés
blocos englobando dados sobre as condicbes de comercializacao,
armazenamento e higiene dos manipuladores (BRASIL, 2002; BRASIL, 2004).
Para aplicacdo da lista de verificagdo, este estudo foi conduzido em
conformidade, sendo aprovado pelo comité de ética conforme protocolo de n°

09931612.6.0000.0056

Analise estatistica

Os resultados microbiologicos foram expressos em Log/UFC/100g. Para
verificar a distribuicdo das variaveis, utilizou-se o teste One-Sample
Kolmogorov-Smirnov. Na analise descritiva foram utilizadas médias e desvio
padrdo para as varidveis quantitativas e porcentagem para as variaveis
categoricas. Os dados foram analisados utilizando o Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) versao 20.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise microbiolégica

A populacdo de Staphylococcus aureus variou de 1,3 a 8,0 log UFC/g,
apresentando variacdo de 3,1 a 8,0 log UFC/g com média de 4,3 + 1,5 log
UFC/g nas amostras comercializadas na feira livre e 1,3 a 3,8 log UFC/g com
meédia de 2,7 £ 0,9 log UFC/g nas amostras comercializadas nos mercados
(Tabela 1). Conforme a Resolucdo RDC n° 12/2001, que estabelece limite
maximo de 3,0 log UFC/g para moluscos bivalves (BRASIL, 2001), as amostras

dos mercados em média estavam de acordo com limite permitido, enquanto
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que 100% das amostras da feira livre em média estavam improprias para o
consumo humano, o que indica maior ineficacia higiénico-sanitaria durante o
processo de desconchamento e comercializagdo do molusco das amostras de
feira livre.

Freitas et al. (2015) realizaram estudo em quatro comunidades da Baia
do lguape, avaliando as condi¢Bes higiénico-sanitarias do processamento de
M. guyanensis e concluiram que a contaminacdo do molusco por
Staphylococcus aureus originou-se pelas maos das manipuladoras durante o
processamento, devido a ndo utilizacdo de praticas de higiene adequadas e do
desconhecimento da probabilidade de serem portadoras assintométicas de

microrganismos.

Tabela 1. Resultados da andlise microbioldgica (Log/UFC/g) de Muytella

guyanensis comercializado em Cachoeira (Bahia, Brasil), 2015-2016

Microrganismos Legislacéo Amostras
Feira livre Mercados
1 2 Média 1 2 Média
Staphylococcus aureus 3,0 43 43 4,3(x1,5) 25 28 2,7 (x0,9)
Coliformes totais N.E 43 53 4,8(+1,0) 25 32 2,9 (+1,2)
E. coli 1,7 31 41 3,6(+1,1) 1,3 21 1,7(x0,7)

N.E. Nao existe parametro na legislacao
Resolucdo n°12 de janeiro de 2001

A populacdo de coliformes totais variou de 1,2 a 5,7 log UFC/g,
ocorrendo variacao de 2,7 a 5,7 log UFC/g com média de 4,8 + 1,0 log UFC/g
nas amostras comercializadas na feira e 1,2 a 4,5 log UFC/g com média de 2,9
+ 1,2 log UFC/g nos mercados (Tabela 1). Apesar da legislacéo brasileira n&o
estabelecer valores de referéncia para estes microrganismos em moluscos

bivalves, pesquisa-los é um importante indicativo da sua qualidade higiénico-
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sanitaria. Salienta-se que esses microrganismos indicadores foram
encontrados em 100% das amostras analisadas, o que néo deveria ocorrer em
virtude da etapa de pré-coccdo em que o molusco passa para a abertura das
valvas, haja vista que esse grupo é destruido a 60°C (FRANCO; LANDGRAF,;
2008).

Nascimento et al. (2011) avaliando a qualidade microbiologica de Mytella
falcata e Crassostrea brasiliana submetidos a tratamento térmico e estocagem
congelada, adquiridos do Mercado central de Aracaju, Sergipe, relataram altos
niveis de contaminacdo microbiolégica. Em estudo semelhante os mesmos
autores, adquiriram Mytella falcata em conchas e realizaram o processo de pré-
coccao conforme as boas préticas de higiene, tendo como resultado uma baixa
populacao bacteriana.

A populagcédo de E. coli variou de <1 a 4,9 log UFC/g, apresentando
variacdo <1 a 3,0 log UFC/g com média de 1,7 + 0,7 log UFC/g nas amostras
comercializadas nos mercados e de <1 a 4,9 log UFC/g com médiade 3,6 + 1,1
log UFC/g nas amostras da feira livre (Tabela 1). De acordo com Brasil (2001),
que estabelece o limite de 1,7 log UFC/g para este microrganismo em
moluscos bivalves, as amostras dos mercados em média estavam de acordo
com limite permitido, enquanto que todas as amostras comercializadas na feira
livre estavam improprias para o consumo, 0 que pode ser atribuido falha no
aspecto higiénico do processamento com contaminacéo de origem fecal.

Resultados semelhantes foram observados em um estudo realizado em
Macei6, Alagoas, analisando a qualidade microbiolégica de moluscos (sururu e

massunim) e revelaram que todas as amostras analisadas estavam
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contaminadas por coliformes termotolerantes e em 86 % destas foi confirmada
a presenca de Escherichia coli (DELGADO et al., 2002).

Os resultados obtidos evidenciam que as amostras comercializadas na
feira livre apresentaram maior populacdo bacteriana do que as amostras dos
mercados. Isto pode ser atribuido a temperatura de comercializagdo, pois no
momento da coleta foi observado que nos pontos de venda da feira livre as
amostras de M. guyanensis eram expostas a temperatura ambiente,
apresentando variagédo de 26 a 37°C, o que contribui para proliferacdo desses

microrganismos.

Avaliacao da lista de verificagdo

De acordo com a Brasil (2002) o pontos de venda A (Mercado 1 -
Santiago do Iguape) pertence ao Grupo 2, atendendo de 51 a 75% dos itens
analisados e os pontos B (Mercado 2 - Santiago do Iguape) e C (Feira livre -
Cachoeira) séo classificados como Grupo 3, haja vista que apresentam menos
de 50% de conformidade dos itens.

Com relacdo a higiene do ambiente, os estabelecimentos A, B e C
apresentaram 85,1%, 14,3% e 14,3% de adequacao, respectivamente (Figura
1). Dentre as inadequacdes do ambiente 66,6% correspondeu a presenca de
objetos em desuso e higienizacdo inadequada do local de venda e 33,3% a
presenca de animais domésticos.

Analisando os itens acerca da conduta do manipulador observou-se que
0s pontos de venda A, B e C apresentaram adequacdes 50,0%, 33,4% e 16,7%
respectivamente (Figura 1). O manipulador foi o que apresentou maior

inadequacado para todos os pontos de venda, sendo 100,0% de inadequacao
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referente ao manuseio do dinheiro durante a venda do alimento e 66,6%
relacionado ao uso de adornos, unhas pintadas, compridas e comportamentos
inadequados, como tossir e conversar durante a manipulacao.

Ao avaliar as condi¢bes de comercializagao, foi possivel observar que os
estabelecimentos A, B e C apresentaram 100,0%, 75,0% e 25,0% de
adequacao respectivamente (Figura 1), sendo 33,3% relacionado a

comercializacdo do sururu M. guyanensis em temperatura ambiente.

120 -
100 -
80 -
60 -

40 -

Adequacgao (%)

20 -

Higiene do ambiente Manipulador Comercializacao

M A Mercadol BBMercado?2 M CFeiralivre

Figura 1. Percentual de adequacéo dos itens avaliados em estabelecimentos
comerciais de Cachoeira, Bahia, Brasil, 2015-2016.

Os resultados obtidos demonstram percentuais elevados de
inadequacdes da qualidade higiénico-sanitaria na comercializagéo de alimentos
que podem favorecer o aumento da populacdo microbiana no produto, porém
as inadequacOes observadas nos mercados ndo comprometeram a
contaminagcdo das amostras, devido a temperatura adequada de
comercializacdo, haja vista que as amostras estavam congelada no momento

da coleta.
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CONCLUSAO

As amostras de M. guyanensis comercializadas em Cachoeira
apresentaram elevada carga microbiana, comprometendo a qualidade
microbiolégica do bivalve podendo causar surtos de DTA. Além disso, a carga
microbiana é influenciada pela falta de Boas Préticas de Manipulacdo no
processamento e comercializagdo do molusco, representando um risco a
saude, sendo necessaria a realizacdo de acbes educativas com as
marisqueiras, com objetivo de minimizar os riscos de contaminagdo do

molusco, garantindo a seguranca alimentar do consumidor.
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CONSIDERACOES FINAIS

A gqualidade microbioldgica e quimica dos moluscos bivalves sao fatores
importantes para a prevencdo de Doencas Transmitidas por alimentos,
considerando que eles apresentam morfologia de animal filtrador. Portanto, o
consumo de bivalves com qualidade microbiolégica insatisfatoria pode
representar um risco a salde humana.

A contaminacdo microbiana pode ser resultante do préprio ambiente
onde sdo capturados ou pode ser oriunda da manipulacdo, armazenamento e
comercializagdo inadequados. Isso mostra a importancia da realizagao da
andlise microbioloégica nos moluscos tanto extraidos no ambiente quanto nos
comercializados processados.

No presente estudo ficou evidenciado um alto indice de contaminacéo
microbiolégica nas amostras de moluscos processados, isso sugere que houve
falhas higiénico-sanitdrias no processamento das amostras, bem como
inadequacdes durante a comercializacdo. Faz-se necessario a qualificacdo
continua dos manipuladores, com a realizacdo de atividades educativas, assim
como acodes fiscalizatérias dos 6rgdos competentes, com objetivo de minimizar
0s riscos de contaminacao do molusco e garantir a satde do consumidor.

Além da contaminacdo microbiana verificou também elevada
concentracdo de chumbo e cadmio, podendo causar efeitos toxicos para o ser
humano. Os resultados mostram a necessidade de implementacdo de um
programa de monitoramento das concentracbes de metais toxicos em
organismos dos ecossistemas marinhos da regido para controle da poluicéo e

evitar risco para a saude dos consumidores.
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Apéndice A: Lista de verificagdo aplicada nos pontos de comercializagéo.

CHECK LIST

Local:

Endereco:

Horario de avaliacéo:

ESTABELECIMENTO

SIM

OBSERVACOES

Livre de objetos em desuso ou estranhos ao ambiente

Presenca de lixeira com pedal e saco de lixo

Auséncia de circulacdo de pessoas dentro do

estabelecimento

Livre de animais, insetos e roedores

Higienizacéo adequada do estabelecimento

Presenca de pia com agua corrente

Presenca de poeira

COMERCIANTE

SIM

OBSERVACOES

Utilizavam toucas ou outro protetor capilar

Utilizavam aventais

Auséncia de adornos (anéis, relégios, brincos)

Auséncia de barba

As unhas estavam cortadas, limpas e sem esmalte ou

base

Evitam comportamentos, atitudes e gestos incorretos
durante a manipulagéo (fumar, tossir sobre os alimentos,

cuspir, manipular dinheiro durante a venda do produto

SURURU

SIM

OBSERVACOES

Estavam armazenados de forma a evitar riscos de

contaminacgao

Exposicdo em temperatura de congelamento

Estavam devidamente embalados

Os equipamentos para armazenamento sob temperatura

se encontram em condi¢des adequadas de higiene
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Apéndice B: Atividade devolutiva

HIGIENIZACAO DO AMBIENTE

O local de trabalho deve estar limpo e

organizado

Limpe o ambiente diariamente e sempre

gue necessario

As bancadas devem estar em bom

estado de conservacao

A limpeza é importante para prevenir e

controlar baratas, ratos e outras pragas

O local de trabalho deve esta livre de
animais domésticos

www.anvisa.gov.br

Organizadores:

Allana de Oliveira Santos
Isabella de Matos Mendes da Silva

Valéria Macedo Almeida Camilo
Realizacéo

Universidade Federal do
INCUIBA

Recdncavo da Bahia

BOAS PRATICAS NA
COMERCIALIZACAO DE
ALIMENTOS




O QUE SAO BOAS PRATICAS? MANIPULADOR DE ALIMENTOS MANIPULACAO DO MARISCO
Todas as pessoas que trabalham com

S&o praticas de higiene que devem ser alimentacéo s&o consideradas O manipulador deve armazenar rapida e
obedecidas pelos manipuladores, desde o “manipuladores de alimentos”, ou seja, corretamente os alimentos para conservar

evitando que estraguem.

consumidor.
O objetivo das Boas Préaticas é evitar a

ocorréncia de doencas provocadas pelo
consumo de alimentos contaminados Use os cabelos presos e Use avental
cobertos com toucas =
— ——==NaQ use barba

Retire brincos, pulseiras, anéis,
alianca, colares, relégio e maquiagem

QLA Ty =

e unhas cortadas, limpas
e sem esmalte ou base

prepara e distribui.

www.ebah.com.br

As doencas provocadas pelo consumo de
alimentos ocorrem quando microrganismos -
. A e < - . LAVAR AS MAGS .
prejudiciais & salde, parasitas ou ML MY RO www.baianoreparos.com.br

I i

4 - ENXAGUAR 5 - SECAR 6 - MAOS LIMPAS

substancias toxicas sao transmitidos ao 7&
homem por meio do alimento. % f

Vender sobre refrigeragdo

Armazenar em freezers ou caixa térmica
com gelo em condi¢cdes adequadas de
higiene

www.anvisa.gov.br

O sururu precisa esta separado em
embalagem individual para ser vendido

www.anvisa.gov.br K

Os sintomas mais frequentes sao
diarréia, vomito, cé6lica, nausea e febre.
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Anexo A: Normas revista Engenharia Sanitaria e Ambiental

Regulamento para apresentacéo de contribui¢coes

1. Objetivo

O presente regulamento objetiva uniformizar a apresentacdo das contribuicdes
a serem encaminhadas para publicagdo na Revista Engenharia Sanitaria e
Ambiental.

2. Formas de contribuicao
2.1. As formas de contribuicdo sao:

* Artigo Técnico

* Nota Técnica

* Revisdo da Literatura

* Discussao de Nota Técnica, Artigo Técnico ou Revisao da Literatura
2.2. Artigo Técnico € uma exposicdo completa e original, totalmente
documentada e interpretada, de um trabalho de relevancia.
2.3. Nota Técnica é um trabalho sumario podendo corresponder a:

« artigo com resultados ainda parciais

* consideragdes sobre aspectos pouco abrangentes da area

» desenvolvimento de consideragdes técnicas relativas a algum aspecto
da Engenharia Sanitaria e Ambiental

» alguma outra abordagem sumaéria pertinente, a juizo dos Editores.
2.4. Revisao da Literatura corresponde a um artigo, no qual € levantado o
estado da arte de algum tema relevante e inovador, na area de Engenharia
Sanitaria e Ambiental, cuja abordagem deve ser suficientemente critica e capaz
de identificar avancos, lacunas e desafios cientificos, a luz da literatura
nacional e internacional. Trabalhos de revisdo sistematica e meta-analise
podem ser incluidos nessa categoria de artigo.
2.5. Discusséo é uma avaliacéo critica ou ampliacdo do contetdo de uma Nota
Técnica, Artigo Técnico ou Revisdo da Literatura publicado na Revista. As
discussbes serdo publicadas, sempre que possivel, conjuntamente com a
resposta do(s) autor(es). A Revista tem como linha editorial o incentivo a

publicacdo de artigos de discusséo.
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2.6. Nao serdo aceitos relatorios, traducbes e nem artigos ja publicados ou
submetidos a publicacdo em outros veiculos, ou que impliqguem em promoc¢ao

comercial de determinada marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das contribuicdes

3.1. A inscricdo das contribuicdes sera feita pelo sistema da Scielo, através do
link  http://submission.scielo.br/index.php/esa/index. N&o serdo aceitas
inscricdes de artigos por fax, e-mail ou correio.

3.2. O primeiro passo para 0 acesso ao sistema é o Cadastro, bastando clicar
em “Cadastrar-se” no link no canto superior direito. A partir dai, clicar em
“‘Engenharia Sanitaria e Ambiental”’, que fara a vinculagdo do cadastro junto a
Revista.

3.3. Feito isso, o0 proprio sistema mostrara, passo a passo, como submeter a
sua contribuigéo.

3.4. Realizada a submissdo, o autor receberd um e-mail acusando o
recebimento da mesma. E a partir do cédigo dado pelo proprio sistema que o
autor podera acompanhar o processo de avaliagdo do seu trabalho.

3.5. A Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental cobra taxa de submissdo no
valor de: R$ 100,00. A taxa destina-se a ndo socios da ABES. Caso o autor
principal seja socio, enviar e-mail para esa@abes-dn.org.br informando nimero
de matricula ABES para isentar-se da taxa. Observacédo: A taxa de submisséo
ndo sera restituida caso o manuscrito seja recusado, e 0 pagamento da taxa
ndo garante o aceite do artigo, que passara normalmente pelo processo de
avaliacdo. Associe-se a ABES: http://socio.abes-dn.org.br/

3.6. Qualquer duvida, favor enviar e-mail para esa@abes-dn.org.br.

4. Formato das contribuicdes

4.1. As contribuicdes devem ser preparadas pelos autores no formato “.doc”
aberto para edicdo usando o recurso de numeragédo de linhas do Microsoft
Word (Arquivo — Configurar pagina — Layout — Numeros de linha — Numerar
linhas — Continua — OK — OK).

4.2. As contribuicdes devem ser enviadas no formato “.doc” pelo Sistema de
Envio de Artigos. Todos os demais formatos de arquivos, inclusive o0s
compactados, serao bloqueados.
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4.3. Apés o processo avaliativo, as contribuicbes aprovadas para publicacédo
deverdo sofrer corregcbes e ser enviadas em sua versao final para
diagramagao.
4.4. Os trabalhos submetidos devem estar de acordo com as normas da
ABNT/NBR 14724:2011- Trabalhos Académicos
4.5. Poderao ser incluidos figuras, gréficos e ilustracdes, desde que o tamanho
do arquivo nao ultrapasse 10MB.
4.6. O texto integral do artigo ndo podera exceder 20 (vinte) paginas para
Artigo Técnico e Revisdo da Literatura e 8 (oito) paginas para Nota Técnica e
Discussdao, atendendo ao formato estabelecido nos itens a seguir.
4.7. O Artigo Técnico e a Nota Técnica deverdo seguir a seguinte sequéncia de
apresentacao:

Titulo do artigo em portugués (até 200 caracteres) e em inglés

* Resumo em portugués e em inglés, de 100 a 250 palavras (conforme
NBR 14724).

* Palavras-chave em portugués e em inglés

 Titulo resumido do artigo em portugués (até 60 caracteres) para o
cabecalho

* Texto do artigo (sem divisdo em colunas)

 Referéncias

* Anexos (se houver)
i. Agradecimentos, se houver, deverdo ser incluidos somente na verséao final do
artigo aprovado para publicagéo.
ii. O Nome do(s) autor(es), Curriculo resumido(s) do(s) autor(es), endereco
para correspondéncia (profissional) devem constar somente nos metadados do
Sistema Scielo, preenchidos no momento de cadastro. IMPORTANTE: né&o
colocar estas informacdes no envio da contribuigdo original.
4.8. O texto devera ser formatado para um tamanho de pagina A-4, margens 3
cm para esquerda e superior, e 2 cm inferior e direita (conforme NBR 14724).
As paginas deverdo ser devidamente numeradas. Deve ser empregada fonte
Times New Roman, corpo 12, exceto no titulo que devera ter corpo 16. O
espacamento entre as linhas devera ser 1,5.
4.9. O corpo do artigo deve ser organizado segundo um encadeamento légico,

contendo subtitulos “Introducao”, “Metodologia”, “Resultados”, “Discussao”, (ou

76



“‘Resultados e Discussao”), “Conclusdes” e “Referéncias”. Na redagcado ndo deve
ser empregada a primeira pessoa e o estilo a ser adotado deve ser objetivo e
sObrio, compativel com o recomendavel para um texto cientifico.

4.10. Devera ser evitada a subdivisdo do texto em um grande numero de
subtitulos ou itens, admitindo-se um maximo de cabecalhos de terceira ordem.
4.11. O conteudo do trabalho deve ser submetido a criteriosa revisdo
ortogréfica.

4.12. Termos grafados em italico ou negrito poderéo ser utilizados no corpo do
artigo.

4.13. As discussdes deverdao ser submetidas no maximo até 6 (seis) meses
apos a publicacéo do Artigo, Nota Técnica ou Revisdo da Literatura.

4.14. Somente serdo aceitos trabalhos em portugués Brasil.

5. Figuras e ilustragdes

As figuras e ilustracdes devem observar 0s seguintes critérios:

5.1. Os arquivos das figuras e ilustracbes, sem bordas ao redor, devem ser
inseridas no arquivo do texto, de maneira que possam ser editados por meio do
MS Word for Windows.

5.2. Os textos e legendas ndo devem ficar muito pequenos ou muito grandes
em relacao a figura.

5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um
titulo.

5.4. A inclusdo de fotografias ndo €& aconselhavel;, porém, se os autores
julgarem que sao importantes para esclarecer aspectos relevantes do artigo,
deverdo ser inseridas em resolu¢do minima de 300 dpi.

5.5. Todos os graficos, desenhos, figuras e fotografias devem ser denominados
“Figura”, e numerados sequencialmente em algarismos arabicos. Toda figura
deve ser mencionada no texto.

5.6 O numero e titulo da Figura devem ser colocados centralizados,
imediatamente abaixo da figura. O titulo deve ser claro e autoexplicativo.

5.7. As paginas internas da Revista sdo impressas em uma soO cor, hdo sendo
permitida, portanto, a adocdo de cores na diferenciacdo das variaveis nos

gréaficos e diagramas.
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6. Quadros e tabelas

Os quadros e tabelas deverdo atender os seguintes critérios:

6.1. Os quadros e tabelas devem ser claros e objetivos, sem linhas de grade.
As unidades correspondentes a todos os termos usados devem ser claramente
identificadas.

6.2. Todos os quadros ou tabelas devem ser denominados “Quadro” ou
“Tabela”, numerados sequencialmente em algarismos arabicos e mencionados
no texto.

6.3. Cada quadro e tabela, além da numeracdo, deve possuir um titulo. O
ndmero e o titulo devem ser colocados centralizados, imediatamente acima do
quadro ou tabela. O titulo deve ser claro e autoexplicativo.

6.4. Um quadro e uma tabela ndo poderdo ser maiores do que uma folha A-4.
6.5. Quadros e tabelas devem aparecer, preferencialmente, intercalados nos
locais apropriados do texto, a critério do autor.

6.6. As péaginas internas da Revista sdo impressas em uma soO cor, hdo sendo
permitida, portanto, a adocdo de cores na diferenciacdo das variaveis nos

quadros e tabelas.

7. Equagdes

As equacdes podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramacao.
Portanto, os seguintes critérios devem ser satisfeitos:

7.1. As equacOes devem ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do
corpo do texto, sem a utilizagcdo de italico ou negrito.

7.2. As equac0es e formulas devem ser denominadas “Equagéo” e numeradas
sequencialmente em algarismos arabicos. A numeracao a direita da equagéo
deve ser entre parénteses. Todas as equacdes devem ser mencionadas no
texto.

7.3. Todos os simbolos usados devem ser definidos imediatamente apds a
equacao (caso ndo tenham sido definidos anteriormente), incluindo as suas

unidades ou dimensoes.

8. Unidades
8.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras
devem ser expressas de acordo com o Sistema Internacional de Unidades (SI).
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8.2. Deve-se evitar 0 uso da barra de fracdo na expressdo das unidades.

Exemplo: Ao invés de mg/L ou m3/s, deve-se utilizar mg.L-1 e m3.s-1 .

9. Referéncias

As referéncias citadas no texto e listadas ao final do artigo deverdo estar de
acordo com a norma NBR 6023/2002. A titulo de esclarecimento s&o
apresentadas algumas diretrizes:

9.1. As referéncias citadas no texto devem conter o sobrenome do(s) autor(es),
em caixa alta, seguidos pelo ano da publicacdo, observando-se os seguintes
critérios:

9.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as citagcbes devem ser em ordem
alfabética.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados ao primeiro
autor, seguido por “et al.” (em italico e com ponto).

9.1.3. Quando houver mais de uma publicacdo do mesmo autor, noO mesmo
ano, 0 ano da publicagado deve ser seguido dos componentes “a, b, c...”, em
ordem alfabética.

Exemplos: ... estudos efetuados por Silva (1994a, 1994b) e por Machado et al.
(1995a) revelaram...; ... estudos recentes (SOUZA,1993; SILVA, WILSON e
OLIVEIRA, 1994; MACHADO et al., 1995b) revelaram...

9.2. Ao final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as
referéncias citadas no texto, de acordo com os seguintes critérios, entre outros:
9.2.1. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo
com o sobrenome do primeiro autor.

9.2.2. Devem ser referenciados todos os autores (independentemente do
namero de autores) pelo sobrenome seguido pelas iniciais de cada autor,
separados por virgulas.

Exemplo: SMITH, P.J.; WATSON, L.R.M.; GREEN, C.M...

9.2.3. O titulo do periodico referenciado devera ser apresentado em italico. As
indicacdes de volume, numero e pagina deverdo ser identificados pela letra
inicial (“v”, “n” ou “p”), seguida de ponto. Ndo devem ser utilizadas aspas antes

e depois do titulo do trabalho.
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Exemplo: JEWELL, W.J.; NELSON, Y.M.; WILSON, M.S. Methanotrophic
bacteria for nutrient removal from wastewater: attached film systems. Water
Environment Research, v. 64, n. 6, 1992, p. 756-65.

9.2.4. O titulo do livro deve ser apresentado em italico. Devem ser incluidos a
edicao, o local, a editora, 0 nimero de paginas e a data.

Exemplo: FRANCA, J.L.; VASCONCELOS A.C. Manual para Normalizacdo de
Publicacdes Técnico-Cientificas. 8 ed. Belo Horizonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.
9.2.5. Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra principal (titulo
do livro ou denominacdo do congresso) € referenciada em itdlico e vem
precedida da expressao “In”.

Exemplos: Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliacdo do impacto ambiental de
empreendimentos hidro-agricolas. In: Simposio Luso-Brasileiro de Engenharia
Sanitaria e Ambiental, 5 Anais... Lisboa: APRH, 1992, p. 203-11.

Capitulo de Livro - KUKOR, J.J.; OLSEN, R.H.; IVES, K. Diversity of toluene
degradation following exposure to BTEX in situ. In: KAMELY, D,
CHAKABARTY, A.; OLSEN, R.H. (Eds.) Biotechnology and Biodegradation.
Portfolio Publishing Company, The Woodlands, E.U.A.,1989, p. 405-421.

10. Julgamento

10.1. ApoOs avaliacdo prévia realizada pelos Editores da Revista, se
considerado pertinente, cOpias da contribuicdo, sem identificacdo dos autores,
serdo enviadas a pelo menos dois avaliadores, especialistas da area, indicados
pelos Editores.

10.2. Em qualquer etapa de julgamento do trabalho, serdo levados em
consideracdo a obediéncia as disposi¢cdes regulamentares, o relacionamento
do tema a Engenharia Sanitaria e Ambiental, adequacao do titulo, do resumo e
das palavras-chave, existéncia de encadeamento légico, ineditismo e qualidade
da contribuicao.

10.3. Na andlise dos editores e dos avaliadores a contribuicéo seré classificada
segundo uma das seguintes categorias:

* Aceito

* Revisbes requeridas

* Rejeitar
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11. Comunicacao aos autores
O autor principal sera comunicado do resultado da avaliacdo e no caso de

artigos recusados, receberéo as devidas justificativas.

12. NOmero de autores
O numero de autores permitido para cada submissdo € de até cinco. Casos

excepcionais enviar email para esa@abes-dn.org.br para consulta.

13. Responsabilidades e direitos

O contetdo dos artigos é de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es), que
declaram se responsabilizar por qualquer reclamacao de terceiros quanto a
conflitos envolvendo direitos autorais, assumindo e isentando a ESA/ABES de
qualquer pendéncia envolvendo suas publicacbes. Os autores que
encaminharem seus artigos cedem a ESA/ABES os respectivos direitos de
reproducao e/ou publicacdo. Os casos omissos serao resolvidos pelos editores

do periddico.
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Anexo B: Normas Revista Brazilian Journal of Microbiology

A revista Brazilian Journal of Microbiology, editada pela Sociedade
Brasileira de Microbiologia, publica artigos originais, e trabalhos de revisdo que
cobrem todos os aspectos da Microbiologia. Ndo sdo cobradas taxas para
publicacdo de artigos.

As seguintes categorias de artigos sdo aceitas para publicacdo no Brazilian
Journal of Microbiology:

Artigos Originais: reportam resultados cientificos originais que ainda nao
tenham sido publicados em outro periodico;

Artigos de Revisdo: abordam temas ligados a microbiologia em geral e
de amplo interesse da area.

Seu manuscrito deve ser escrito em inglés claro e compreensivel.

Instrucdes ao autores
O Artigo devera ser submetido como um anico arquivo em WORD. Este

arquivo deve conter texto, figuras, tabelas, etc. Serdo aceitas apenas
submissdes de artigos redigidos em inglés.
Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Autores de afiliacbes

e Resumo (200 a 250 palavras)

e 3 ab palavras-chave

e Introducéo

e Material e Métodos

e Resultados e Discussoes

e Agradecimentos (opcional)

e Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espac¢o duplo, margens de 3 cm e
numerados sequencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser
numeradas. Os editores recomendam que antes da submissdo o artigo seja
lido de forma critica por alguém fluente em lingua inglesa. Os artigos escritos

com inglés de baixa qualidade ndo serdo aceitos.
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Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20

paginas, incluindo referéncias tabelas e figuras.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendacdes da IUPAC-
IUB Comission (Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and
Corrections). As unidades de medida devem seguir o Sistema Internacional de
Unidades.

Organizacao

O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviacdes e indicar claramente o
tema do artigo.

Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser
evitadas. Os cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois
séo usadas em sistemas eletronicos de busca.

O Resumo deve resumir o conteudo béasico do artigo. Ele deve ser
representativo do texto. Nao deve conter referéncias, tabelas nem abreviacfes
pouco usuais. Sdo de grande importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas
gue ndo tém acesso ao artigo completo.

A Introducédo deve oferecer informacgdes que possibilitem ao leitor avaliar
adequadamente 0s resultados apresentados no artigo sem que
obrigatoriamente tenha que recorrer a literatura corrente. No entanto, a
introducdo ndo deve ser uma extensa revisdo de literatura. Deve informar
claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informacdes suficientes
para que outros pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticdo de
detalhes de procedimentos que ja tenham sido publicados em outros artigos
deve ser evitada. Se um método publicado for modificado, tais modificacbes
devem estar claras no artigo. Fontes de reagentes, meios de cultura e
equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser mencionadas no
texto. Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente indicados.
Subtitulos podem deixar este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os
resultados dos experimentos. Se o0 item Discusséao for incluido, evite

interpretacdes extensas dos resultados, pois isto devera ser feito na discussao.
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Se os Resultados e Discussofes forem redigidos concomitantemente, entdo os
resultados devem ser discutidos no local mais apropriado do texto.

Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos. Todas
as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comecar
pelo ultimo nome do primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As
citacbes no texto devem ser escritas pelo ultimo nome do primeiro autor,
seguido pelo ano de publicagdo. Como exemplo, tem-se: "... while Silva and
Pereira (1987) observed that resistance depended on soil density” ou "It was
observed that resistance depended on soil density (Silva and Pereira,
1987)." Para a citagdo de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem
cronoldgica sendo que os anos devem ser separados por virgula (exemplo:
Freire-Maia et al., 1966a, 1966b, 2000; Hene 2010; Padonou et al., 2012). Os
nomes dos periédicos devem ser abreviados de acordo com o BIOSIS. Todas
as referéncias incluidas na lista final devem ter sido citadas no texto e todas as

referéncias mencionadas no texto devem aparecer na lista final.
Exemplos:

a. Artigos de Periodicos
Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP
(2006) Outbreaks associated to bloodstream infections
withStaphylococcus aureus and coagulase-negative Staphylococcus spp
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b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne
diseases in Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds).
International Handbook of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New
York, USA, 733-743.
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c. Livros
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cottage cheese. U.S. Pat. 3, 117, 870.
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parede celular de Paracoccidioides brasiliensis na evolucao da doenca
experimental. Sdo Paulo, Brasil, 110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de

Ciéncias Biomédicas. USP).

f. Comunicacfes em Eventos (Simposios, Conferéncias, etc)
Silveira TS, Martins JL, Abreu FA, Rosado AS, Lins UGC (2005) Ecology
of magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIlI Congresso

Brasileiro de Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publicagbes na Web
Abdullah MAF, Valaitis AP, Dean DH (2006) Identification of a Bacillus
thuringiensis Cryl1 Ba toxin-binding aminopeptidase from the
mosquito Anopheles quadrimaculatus. BMC
Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

h. Webpage
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Cream without the Risk of Salmonella Infection. Available
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Tabelas: devem ser inseridas no texto de acordo com que sao citadas e
numeradas sequencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser
colocado acima da tabela e deve ser curto, porém representativo, com
descricdo completa da informacdo contida na tabela. Cabecalhos e rodapés
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devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente centralizadas.
Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducgéo. Por favor, abra o
link abaixo para ver 0s requisitos necessarios para se obter a resolucao

adequada. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality table.html)

Figuras: devem ser inseridas no texto de acordo com que s&o citadas e
numeradas sequencialmente por algarismos arabicos. Os dados que foram
apresentados em tabelas ndo devem ser repetidos na forma de figuras. As
legendas devem ser colocadas abaixo das figuras. Devem ter qualidade
suficiente para garantir boa reproducédo. Por favor, abra o link abaixo para ver
0S requisitos necessarios para se obter a resolugdo adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality table.html)

Fotografias: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducéo. Por
favor, abra o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a
resolucao adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html

