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RESUMO

A preocupagédo com a qualidade do pescado sempre foi um tema recorrente, visto tratar-se de
um alimento de alto valor nutritivo, porem com grande facilidade de deterioracdo levando
perigo ao homem. Os cuidados com esse tipo de alimento nem sempre atendem as condigcfes
higiénicas-sanitarias adequadas, 0 que acaba viabilizando a multiplicacdo de microrganismos
formadores de histamina, uma toxina gerada através da descarboxilagdo do aminoécido L-
histidina que quando em niveis inadequados pode gerar preocupacdo para a saude publica,
resultando em surtos de intoxicacdo alimentar podendo levar a 6bitos. Por isso, o trabalho
propde avaliar a presenca de microrganismos indicadores higiénico-sanitarios e bactérias
produtoras de histamina em peixes comercializados em feiras e supermercados na cidade de
Sd0 Luis — MA. Foram adquiridas um total de 80 amostras de peixes das espécies
Scomberomorus Dbrasiliensis, Oligoplites palometa, Pomatomus saltatrix e Sardinella
brasiliensis nos principais pontos de comércio de peixe da cidade de S&o Luis-MA. Para
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli e pesquisa de Salmonella sp.
foi seguido a metodologia conforme o APHA. Na contagem de bactérias mesofilas, psicrofilas
e produtoras de histamina foi utilizado a técnica de plagueamento em profundidade em meio
Niven, e para identificacdo das bactérias produtoras de histamina foi utilizado o Kit Bactray |
e 1. Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que as amostras de peixes
Serra, Timbira e Anchova apresentam-se préprias para consumo quanto a padrfes de
Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli e Salmonella sp., enquanto 20% das
amostras de Sardinha encontram-se fora do padrdo estabelecido pela legislacdo vigente
brasileira. Além disso, foi constatado a presenca de bactérias produtoras de histamina em sua
maior parcela sendo da familia Enterobacteriacea no peixe Serra, 0 que pode comprometer a
qualidade e seguranca desse pescado, pois a possivel presenca da toxina produzida por essas
bactérias pode ocasionar risco a satde do consumidor.

Palavras-chave: Intoxicacdo histaminica. Enterobacteriaceae. Deterioracao.



ABSTRACT

Concern about the quality of fish has always been a recurring theme, as it is a food with high
nutritional value, but with great ease of deterioration, posing a danger to humans. Care with this
type of food does not always meet adequate hygienic-sanitary conditions, which ends up
enabling the multiplication of microorganisms that form histamine, a toxin generated through
the decarboxylation of the amino acid L-histidine which, when at inadequate levels, can cause
concern for health. public health, resulting in outbreaks of food poisoning that can lead to
deaths. Therefore, the work proposes to evaluate the presence of hygienic-sanitary indicator
microorganisms and histamine-producing bacteria in fish sold at fairs and supermarkets in the
city of Sdo Luis — MA. A total of 80 fish samples of the species Scomberomorus brasiliensis,
Oligoplites palometa, Pomatomus saltatrix and Sardinella brasiliensis were acquired at the
main fish trading points in the city of S8o Luis-MA. To count coagulase-positive
Staphylococcus, Escherichia coli and search for Salmonella sp. The methodology according to
APHA was followed. To count mesophilic, psychrophilic and histamine-producing bacteria,
the deep plating technique in Niven medium was used, and to identify histamine-producing
bacteria, the Bactray | and Il Kit was used. The results obtained in the present study allow us
to conclude that the Serra, Timbira and Anchova fish samples are suitable for consumption in
terms of coagulase-positive Staphylococcus, Escherichia coli and Salmonella sp. standards,
while 20% of the Sardine samples are found outside the standard established by current
Brazilian legislation. Furthermore, the majority of histamine-producing bacteria were found to
be from the Enterobacteriacea family in Serra fish, which could compromise the quality and
safety of this fish, as the possible presence of the toxin produced by these bacteria could pose
a health risk of the consumer.

Key-words: Histamine Intoxication. Enterobacteriaceae. Deterioration.
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1. INTRODUCAO

No Maranhdo, a pesca é caracterizada como artesanal e tem finalidade comercial. Esta
pesca artesanal utiliza embarcagdes de pequeno e médio porte, com propulsdao motorizada ou
ndo. Os insumos e petrechos utilizados também sdo altamente artesanais, sendo adquiridos, em
sua maioria, no comercio local (Silva et al., 2016).

O termo pescado designa todo alimento que pode ser retirado de aguas oceanicas ou
interiores (doces ou salobras) e possa servir para alimentar o homem ou os animais. E um termo
generico, envolvendo peixes, crustaceos, moluscos, queldnios e algas. Entende-se por pescados
frescos, o produto obtido de espécies saudaveis e de qualidade adequada ao consumo humano,
convenientemente lavado e seja conservado somente pelo resfriamento a uma temperatura
proxima a do ponto de fusdo do gelo (MAPA, 2017).

Apesar da elevada importancia nutricional, o pescado é o alimento de origem animal
com maior probabilidade de deterioracdo, principalmente por apresentar pH proximo a
neutralidade, elevada atividade de 4gua nos tecidos, alto teor de nutrientes facilmente utilizaveis
pelos microrganismos, acentuado teor de fosfolipidios e rapida acdo destrutiva das enzimas
presentes nos tecidos e nas visceras do peixe, gerando grande preocupa¢do quanto a sua
qualidade (Gongalves, 2011).

Um produto decorrente da deterioracdo do pescado € a histamina, uma diamina
biogénica primaria e heterociclica, ndo volatil e termoestavel formada na descarboxilacdo
bacteriana do aminoacido L-histidina quando as condi¢cGes de manuseio e estocagem sdo
inadequadas, favorecendo a multiplicagcdo de microrganismos que favorecem sua atividade
(Moreira, 2018).

As bactérias produtoras desta enzima sdo Gram-negativas, mesofilas e psicotrépicas da
familia Enterobacteriaceae e estdo comumente presentes em ambientes aquaticos. O perigo da
histamina em pescado é intensificado pela sua caracteristica da ndo volatilidade, podendo
conferir toxicidade ao produto mesmo antes deste ser considerado deteriorado ou
sensorialmente inaceitavel (Carmo et al., 2010).

De acordo com a espécie do pescado pode haver mudancas na concentracdo de
histamina, quanto maior for a concentracdo de histidina livre existente nelas maior serd a
formacéo dessa toxina (Huss, 1997). A Portaria n® 185 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) diz que se entende por espécies formadoras de histamina as
pertencentes as familias Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae, Engraulidae,

Coryphaenidae e Pomatomidae (Brasil, 1997). Essas espécies podem vir a formar um nivel



maior do que 100 ppm de histamina na musculatura, sendo que o nivel minimo para causar
sintomas de intoxicacdo é de 100 ppm (Jay, 2005).

A comercializacdo dos pescados ocorre em vias publicas, feiras e supermercados,
portanto é de fundamental importancia avaliar as condicGes higiénicas sanitarias atraves de
analises microbiologicas tomando por base, parametros e limites recomendados pela RDC n°
724, de 12 Julho de 2022 e Instrucdo Normativa n°® 161 que estabelece os padrdes
microbioldgicos dos alimentos.

Diante disso, este trabalho propGe realizar uma avaliagdo microbioldgica de interesse
nas bactérias indicadoras higiénico-sanitaria e formadoras de histamina em peixes das espécies
Serra (Scomberomorus brasiliensis), Timbira (Oligoplites palometa), Anchova (Pomatomus
saltatrix) e Sardinha (Sardinella brasiliensis) comercializados em feiras e supermercados na
cidade de S&8o Luis — MA para que se tenha respostas quanto a qualidade desse alimento

oferecido aos consumidores.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis)

Scomberomorus brasiliensis, popularmente conhecido como peixe Serra, € um pescado
que apresenta uma coloragdo verde azulada na regido do dorso, com a regido medial inferior
branca prateada, regido dos flancos possuindo manchas arredondadas e com cores de amarelo
e dourado, possui ainda na regido anterior do dorso, morfologia espinhosa negra, com linha
lateral com forma gradual de declive e sem curva grosseira (Espirito Santo et al., 2005), como

pode ser observado na figura 1.

Figura 1. Peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis)

Fonte: Autor, 2023.

Alimenta-se principalmente de peixes, com quantidades menores de camardes
peneideos e cefalopodes loliginideos. A maior parte da pesca € consumida fresca, mas no Brasil
parte é salgada e parte enlatada. Também utilizado defumado e congelado, usado para ceviche
(Frimodt, 1995).



Em alguns estudos é possivel encontrar a variagdo em que essa espécie tem com relagao
a quantidade de alimento consumido, tendo entre 0s meses de junho a setembro, as épocas de
maior consumo alimentar (Batista, 2001).

A capacidade de desenvolvimento desse tipo de pescado muda de acordo com as
variagdes sazonais do ambiente, como por exemplo, estruturas, tamanho, cores, periodo de
reproducéo e alimentagéo, sendo estes correlacionados ao seu desenvolvimento (Da Silva; De
Castro; Gubiani, 2005).

2.2 Timbira (Oligoplites palometa)

Oligoplites palometa, popularmente conhecido como Timbira, € um pescado que pode
ser encontrado em &gua doce e marinha, também sobre fundos lamacentos de &guas costeiras
(Fischer, 1984).

As espinhas dorsais e anais possuem glandulas venenosas (Cervigon et al., 1992). Os
adultos sdo carnivoros, enquanto os juvenis de até 8,2 cm se alimentam principalmente de
escamas retiradas de peixes maiores, também de crustaceos bent6nicos e plancténicos €, em
menor extensdo, de peixes menores e poliquetas (Bussing, 1998; Sazima & Uieda, 1979).

Juvenis de até 3,0 cm adotam um padrdo de cor marrom escuro engquanto estdo proximos
a fragmentos de plantas em decomposicdo, um exemplo de camuflagem (Sazima & Uieda,
1979; Sazima, 2002).

Sobre fundo arenoso aberto, livre de detritos e de cor clara, adota um padrdo contrastante
entre o amarelado e o marrom escuro, exemplo de cores de alerta (Sazima, 2002), como pode

ser observado na figura 2.

Figura 2. Peixe Timbiro (Oligoplites palometa)

Fonte: Autor, 2023.

2.3 Anchova (Pomatomus saltatrix)
Pomatomus saltatrix, conhecido como peixe Anchova pode ser encontrado em aguas

ocednicas e costeiras. Eles sdo mais comuns ao longo de praias de surf e promontdrios rochosos



em aguas limpas e de alta energia, embora os adultos também possam ser encontrados em
estuérios e em aguas salobras (Claro, 1994; Grant, 1992).

Os peixes pequenos podem ser encontrados em &guas costeiras rasas com pelo menos
2m de profundidade, em cardumes que perseguem e atacam peixes pequenos (May, 1986;
Cervigbn, 1993). Ja os adultos estdo em grupos soltos, atacando frequentemente cardumes de
tainhas ou outros peixes e destruindo nimeros aparentemente muito superiores as necessidades
de alimentacgéo (Collette, 1996).

Pode atingir um comprimento maximo de 130 cm, e peso maximo de 14,4 kg, com uma
idade méxima j& encontrada de 14 anos (Randall, 1995; IGFS, 1991; Schilling et al., 2023), a
ilustragdo do peixe Anchova pode ser observado na figura 3.

Figura 3. Anchova (Pomatomus saltatrix)

Fonte: Autor, 2023.

2.4 Sardinha (Sardinella brasiliensis, Steindachner, 1879)

Sardinella brasiliensis, mais conhecida com Sardinha, pode ser encontrada em aguas
costeiras, formando frequentemente cardumes compactos (Gigliotti et al., 2010).

Possuem um comprimento maximo de 27,0 cm, com caracteristicas diagnosticas de
Sardinella aurita, das quais difere por ter os rastros branquiais anteriores nos membros
inferiores do segundo e terceiro arcos branquiais distintamente curvados para baixo (mais ou
menos planos em S. aurita) (Trindade-Santos & Freire, 2015; Whitehead, 1985).

A contagem de raios da nadadeira pélvica distingue S. brasiliensis de todas as outras
espécies de Sardinella (Whitehead, 1985). Semelhante a Sardinella aurita, preto azulado acima,
peritdnio preto. A separacdo de Sardinella brasiliensis de S. aurita com base no formato do
rastro branquial e em uma contagem mais alta de rastros branquiais é provisoria (Smith, 1997
Bigelow, 1963).

Na figura 4 pode ser observado a descricdo da Sardinha (Sardinella brasiliensis,
Steindachner, 1879).


http://en.wikipedia.org/wiki/Franz_Steindachner
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=4229
http://en.wikipedia.org/wiki/Franz_Steindachner
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=4229

Figura 4. Sardinha (Sardinella brasiliensis, Steindachner, 1879)

Fonte: Autor, 2023.

2.5 Aspecto de Qualidade do Pescado

O valor comercial do pescado estd associado ao grau de frescor e manutencdo da
qualidade. O pescado de 6tima qualidade mantém caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriais e
microbiologicas proprias de peixe fresco, e, para que iSSo ocorra, é necessario que na captura
ou despesca ocorram procedimentos apropriados de abate e acondicionamento em gelo
(Bernardes et al., 2021).

De acordo com o Decreto n° 9.013 de 2017 (Brasil, 2017), devem ser observadas e
verificadas uma série de caracteristicas sensoriais, respeitadas as particularidades de cada
espécie, para a avaliagcdo dos atributos de frescor do pescado e observacdo da manutencao de
sua qualidade.

Peixe fresco corresponde aquele conservado somente pelo resfriamento, a uma
temperatura proxima a 0°C. Deve possuir pele firme, bem aderida, Gmida e sem a presenca de
manchas. Os olhos devem ser brilhantes e salientes. As escamas devem apresentar-se unidas
entre si, brilhantes e fortemente aderidas a pele. As branquias devem apresentar cor que vai da
rosa ao vermelho intenso, ser brilhantes e sem viscosidade. O odor deve ser caracteristico e ndo
repugnante (Brasil, 2017).

Em relacdo aos aspectos microbioldgicos, a Instrucdo Normativa n° 161, de 01 de Julho
de 2022, estabelece as listas de padrdes microbioldgicos para alimentos. Para pescados (peixes,
crustdceos, moluscos) crus, temperados ou ndo, frescos, resfriados ou congelados, 0s
pardmetros sdo conforme a presenca ou auséncia de Salmonella sp., Escherichia coli e
Staphylococcus coagulase positiva.

Além dessas caracteristicas, 0s controles oficiais do pescado e derivados no ambito da
legislacdo brasileira (Brasil, 2017) abrangem o controle de histamina (amina biogénica) nas
espécies formadoras, controle de biotoxinas ou de outras toxinas perigosas para saide humana

e controle de parasitas.



2.6 Patogenos e Indicadores de CondicBes Higiénico-Sanitarios

Todo alimento é definido qualificado devido a aspectos como tipo de produto, sua
composicdo, auséncia de microrganismos responsaveis pela deterioracdo, auséncia de
microrganismos patogénicos, suas propriedades nutricionais, funcionais, auséncia de
contaminantes quimicos que se associam a consisténcia, sabor, cheiro, aparéncia entre outros
(Tete, 2012). Podendo deste modo ser considerado fresco a todo o0 peixe que apresente
condicOes sensorias bem definidas, isto €, que ndo seja submetida a condi¢cdes ambientais e de
praticas inadequadas nos estabelecimentos industriais e comerciais, que possam favorecer a
multiplicacdo dos microrganismos ou mesmo qualquer outro efeito que prejudique a qualidade
do pescado (Freitas et al., 2015).

As mas praticas higiénicas ou sanitarias podem levar a contaminacdo do pescado
durante a captura, manipulacdo, embalagem, processamento e/ou distribuicdo com uma
variedade de micro-organismos, provenientes de alimentos, do ar, dos trabalhadores (por
exemplo, maos, roupas e cabelos sujos), de equipamentos e superficies, de insetos, passaros,
morcegos, agua de lavagem, gelo, caixas, veiculos, dentre outros (Parlapani, 2021).

Portanto, é necessario que as condic¢Bes de higiene do ambiente, e as boas préaticas sejam
encaradas com muita responsabilidade pelos produtores e comerciantes, de modo com que 0s
alimentos sejam comercializados de forma segura e apresentem qualidades desejaveis (Freitas
etal., 2015).

Quando esses fatores ndo sdo atendidos, bactérias patogénicas podem se desenvolver
causando infec¢des em seres humanos, devido seus fatores de viruléncia que participam desde
a adesdo até invasdo de diferentes tecidos no hospedeiro (Proft & Baker, 2009).

E o caso da Salmonella sp., uma bactéria mesofila gram-negativa, anaerébica ou aerobia
facultativa. E um patdgeno comum aos peixes e distribuidos em varios ambientes. Podem ser
detectados em piscicultura, principalmente nas que apresentam ma condicdo de higiene e
também nas diferentes etapas da cadeia de producdo e comercializacdo do peixe, 0 que
inviabiliza o pescado para consumo e prejudica a inocuidade do produto (De Souza Gazal et
al., 2018).

De acordo com Brooks et al. (2014), existem quatro sorotipos de Salmonella que podem
causar doenga e devem ter rotina de identificacdo devido sua relevancia clinica, que séo eles:
Salmonella paratyphi A (sorogrupo A), Salmonella paratyphi B (sorogrupo B), Salmonella
choleraesuis (sorogrupo C1) e a Salmonella tiphy (sorogrupo D). Usualmente a dose infectante
varia de 107 a 108 unidades formadoras de coldnia (Ministério da Satde, 2011). A febre tiféide

esta relacionada com Salmonellas tiphy e paratyphi, ja as de febre ndo tiféide estdo envolvidas



as Salmonella typhimutium e enteritidis (Brooks et al., 2014). Os sintomas relacionados a febre
tifoide sdo graves e pessoas acometidas apresentam febre alta, septicemia, diarreia e vomitos.

Nas infeccBes ligadas as demais Salmonella também ocorrem quadros de diarréia e
vomito, incluindo, além disso, febre moderada, dor abdominal, mal-estar geral, cansaco, perda
de apetite e calafrios (Ministério da Saude, 2019). A manifestacdo dos sintomas ocorre de 12 a
36 horas ap06s a ingestdo do alimento (Galdino et al., 2013).

Os coliformes totais e termotolerantes possuem uma correlagdo direta com a qualidade
higiénico-sanitaria (Batista et al., 2010). Além desse microrganismo, a Escherichia coli possue
uma correlacdo direta com a qualidade higiénico-sanitario e é considerada uma indicadora de
contaminacdo de origem fecal quando presente, e possivelmente um agente patdgeno
(Chandran; Hatha, 2005).

E. coli € um tipo de microrganismo anaerébico definido como sendo bacilos Gram-
negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que habitam no trato gastrintestinal do
homem e em animais de sangue quente, considerados como sendo hospedeiros capazes de
causar infeccdes em pessoas debilitadas e principal fonte de doencas diarreicas provenientes da
ingestdo de alimentos contaminados e agua (Santiago et al., 2013).

Embora algumas dessas bactérias facam parte da flora normal, elas podem ser
patogénicas, sendo um dos principais microrganismos causadores de doencas veiculadas por
alimentos. Esses patdgenos podem classificados ou divididas em seis tipos: enteropatogénicas
(EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC), enterohemorragicas (EHEC),
enteroagregativas (EAgQEC) e difuso-aderentes (DAEC) (Souza, et al., 2016). Além de
causardisturbios gastrointestinais, E. coli também podem causar infec¢des do trato urinario,
respiratério, além de outras condi¢des patoldgicas (Mittelstaedt & De Carvalho, 2006).

Um outro indicador higiénico-sanitario € o Staphylococcus aureus, bactéria gram-
positiva, em formato de coco, especificamente grupos de cocos na forma de cachos de uva, com
didmetro que varia de 0,5 a 1,5 um. Essa espécie é aerObica ou anaerdbica facultativa
(Somerville et al.2009). Algumas caracteristicas podem distinguir S. aureus de outras espécies,
como a coloragdo amarelada ou dourada das col6nias, coagulase positiva, fermentam manitol,
além de serem capazes de lisar hemacias do hospedeiro (Jawetz & Levinson, 2005).

Essas bactérias sdo encontradas em individuos saudaveis, fazendo parte da microbiota
da pele e mucosas de regides diferentes do corpo, principalmente na cavidade nasal. Embora
possa ser um microrganismo comensal, essa espécie € considerada um patdgeno oportunista,
podendo atingir diferentes tecidos e 6rgéos e causar desde infecgdes superficiais até sistémicas,

com grau de gravidade varidvel (Correal et al., 2013). Essas infec¢cdes podem ser decorrentes



de transmissdo comunitéria ou em ambientes hospitalares, sendo que S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA) estdo relacionadas com taxas
de morbidade e mortalidade expressivas (Rossiter et al., 2017).

2.7 Histamina em Pescado

O pescado é considerado um alimento de alta digestibilidade, no entanto, pela sua
propria composicdo, € um dos mais pereciveis, necessitando de cuidados adequados de
manipulacéo, desde a captura até o consumo ou industrializacdo (Souza et al., 2016).

A microbiota dos peixes pode refletir 0 seu habitat e representa a contaminacéo inicial
do alimento, como as Enterobacteriaceae que refletem a poluicdo do ambiente aquatico por
efluentes (Dufour & Bartram, 2012). Além de fatores relacionados: temperatura, alimentacao
animal e salinidade da agua (Ghanbari et al., 2015) que, associados as incorretas condi¢cdes de
armazenamento e manipulacdo podem resultar na degradacao da musculatura do peixe por acao
enzimatica e multiplicacdo microbiana, afetando a qualidade sanitaria do alimento e seguranca
alimentar (Cai et al., 2015).

Um produto decorrente da deterioracdo do pescado € a histamina, uma amina bioativa
sintetizada pela descarboxilacdo de seu aminoacido precursor, a histidina (Windaus & Vogt,
1907).

Bactérias da microbiota natural do pescado e bactérias contaminantes sdo capazes de
converter a histidina livre em histamina em peixes e também podem multiplicar-se em
temperatura acima de 4 °C. Dentre as bactérias potencialmente capazes de descarboxilar a
histidina formando a histamina, Morganella morganii, Kleebsiella pneumonia, Hafnia alvei,
Morganella psychrotolerans, Photobacterium phsphoreum e Photobacterium psychrotolerans
foram isoladas de peixes incriminados em intoxicagdo por histamina (BIOHAZ, 2011).

A ingestdo de altos valores de histamina, cuja formagdo em peixes esta correlacionada
com a manutencao de peixes escombrideos em temperaturas inadequadas, geralmente acima de
4,4 °C pode levar a um quadro de intoxicacdo alimentar, conhecido como escombrotoxicose ou
intoxicacdo por histamina (Fish, 2011; Lehane & Olley, 2000; Ruiz-Capillas & Moral, 2004;
Behling & Taylor, 1982; Evangelista et al., 2016).

A intoxicacgdo caracteriza-se por uma variedade de sintomas, semelhantes aos de reac6es
alérgicas agudas. Os sintomas incluem néusea, vomito, diarreia, sensa¢do de queimacéo oral ou
gosto de pimenta, urticéria, coceira, erup¢des vermelhas e hipotensdo, dor de cabeca,

urticaria/prurido, palpitagdes/taquicardias e outros sintomas gastrointestinais, comuns a outras



doencas transmitidas por alimentos, como colicas abdominais, diarreia, nausea e vomito
(Evangelista et al., 2016; BIOHAZ, 2011; Chang, 2008).

Mundialmente tém-se tomado medidas ou procedimentos para evitar a formacéo de
histamina em pescado a fim de assegurar a protecao a saude do consumidor e a qualidade do
alimento (European Food Safety Authority, 2010). Considerando que a presenca de histamina
representa um risco a saude humana, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), pela Portaria N° 185, DE 13 DE MAIO DE 1997, estabeleceu um nivel de toleréncia
para histamina em pescados no valor de 100 mg/kg (MAPA, 1997).

Assim sendo, as aminas podem ser empregadas como parametro ou critério de qualidade
(Donhauser et al., 1993; Shakila et al., 2001), refletindo a ma qualidade das matérias-primas
utilizadas e/ou das condicdes higiénicas prevalentes durante a producdo, processamento e
armazenamento de certos produtos (Taylor, 1986; Veciana Nogués et al., 1997). Podem
também ser usadas como um indicador do alimento deteriorado, uma vez que a deterioracao
microbiana pode ser acompanhada pelo aumento da producéao de descarboxilases (Halasz et al.,
1994).

Uma vantagem do uso de aminas como critério de qualidade reside no fato destas serem
termo resistentes, permanecendo no alimento mesmo apdés tratamento térmico (Gloria et al.,
1999).

2.8 Pesquisa de histamina em pescado no Brasil

No Brasil, 0s casos da doenca ocasionada pela histamina sdo pouco relatados devido a
dificuldade a associar os sintomas a intoxica¢do por histamina ou os sintomas sao relativamente
brandos, nos quais as pessoas acometidas ndo procuram atendimento médico. Os relatos tém
sido feitos apenas quando muitas pessoas sdo acometidas (Takemoto et al., 2019).

Em uma relacdo de pesquisas realizadas durante o periodo de 2012 a 2022 quanto a
pesquisa de histamina em pescados no Brasil, € possivel obter algumas informacGes como
mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Pesquisas realizadas durante o periodo de 2012 a 2022 quanto a pesquisa de
histamina em pescados no Brasil

. x Quantidade de A
Pescado Meétodo de deteccdo Histamina Referéncia
3 Cromatografia 44,06 a 505,46 CORDEIRO, Karina
Salmao Liquida de Alta .
Eficiéncia (mg/kg) Silva et al., 2020

Cromatografia
sardinha Liquida de Alta 226,14 a 583,87 DE LIRA, Alessandra

Eficiéncia (mg/kg) Danile et al., 2020




Cromatografia 417,63 a 604,62
Corvina Liquida de Alta mg/kg (verdo) e LIRA, Alessandra
Eficiéncia 258,52 a 533,24 Danile, 2019
mg/kg (inverno)
Cromatografia
Bonito Liquida de Ultra 6407,9 mg/kg TAKEMOTO, Emy et
S al., 2019
Eficiéncia
Atum, Tilapia-do- Cromatografia
o A EVANGELISTA,
Nilo Tr,u'ta Arco- quUI'dgAde _Alta ND Warlley P. et al., 2016
iris Eficiéncia
Cromatografia 1,07 mg/kg e 26,81,
Atum e Sardinha Liquida de Ultra 0,35, 37,25, 9,97, 0,94 TAKEMOTO, Emy,
S 2016
Eficiéncia mg/kg
1
Sardinha Espectrofluorimetria <1 mg/100g DAMM’ZI\(/)IE 4B etal,
Cromatografia
- 1076,5 mg/kg e TAKEMOTO, Emy et
Atum liquida de alta 1534.7 malk L 2014
eficiéncia /- Mg/kg al.
Cavala, Serra, Cromatografia DE ARAUJO,

0,40, 0,01, 0,04, 0,00,

0,02 mg/kg Deborah Helena

Pimentel, 2013
RODRIGUES, Bruna
Leal et al., 2012

Sarda, Xaréu e
Timbira

Liquida de Alta
Eficiéncia
Cromatografia em

Atum e Salméo camada delgada 1 a10 (mg/1009)

ND - Né&o Detectado.

Vérias técnicas de deteccdo foram usadas para a quantificacdo de aminas biogénicas em
amostras de alimentos, como é o caso da histamina (RUIZ-CAPILLAS & HERRERO, 2019;
ONAL et al., 2013). A quantificagdo é realizada principalmente por técnicas cromatograficas,
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa e cromatografia
de camada delgada, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS),
cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), cromatografia
liquida de ultra eficiéncia, cromatografia liquida de par iénico, Eletroforese Capilar e Ensaio
de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). Os métodos oficiais de andlise da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) propdem o uso de métodos fluorimétricos (AOAC
977.13) ou outros métodos validados cientificamente equivalentes (AOAC, 1990; AOAC,
2012; ORDONEZ et al., 2016).

A histamina ¢ a principal amina biogénica investigada em peixes, sendo a Gnica amina
com limites legais estabelecidos para o consumo humano. Em 2018, o comité do Codex
Alimentarius revisou o Codigo de Pratica para Peixes e Produtos da Pesca (CXC 52-2003)

restabelecendo o plano de amostragem para coleta de material para analise de histamina e o



nivel maximo de histamina permitido para as espécies de peixes das familias Scombridae,
Clupeidae, Engraulidae, Coryphaenidae, Pomatomidae e Scomberesocidae e seus produtos
(CODEX ALIMENTARIUS, 2018).

A norma técnica n® 40/94 do MERCOSUL e o regulamento técnico n° 185 de Identidade
e Qualidade para Peixe Fresco (inteiro e eviscerado) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) fixa a identidade e a qualidade do pescado fresco destinado ao
consumo humano. Nos parametros fisico-quimicos listados deve-se avaliar a histamina no
musculo, nas espécies pertencentes as familias Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae,
Coryphaenidae, Pomatomidae, sendo que no teor de histamina deve ser inferior a 100 mg/kg
(MERCOSUL, 1994; MAPA, 1997).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de microrganismos indicadores higiénico-sanitarios e bactérias
produtoras de histamina em peixes comercializados em feiras e supermercados na cidade de
Sao Luis — MA.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar investigacdo qualitativa e quantitativa quando necessario de Staphylococcus
coagulase positiva, Escherichia coli e Salmonella sp. em amostras de peixes
comercializados em feiras e supermercados de Séo Luis-MA;

e Comparar os resultados das analises de Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli
e Salmonella sp. com a legislacédo vigente;

e Realizar contagem de bactérias mesofilas totais, psicrofilas totais e bactérias produtoras de
histamina em amostras de peixes comercializados em feiras e supermercados de S&o Luis-
MA em agar Niven;

e Realizar a identificacdo bioquimica das cepas de bactérias produtoras de histamina
identificadas atraves do Kit Bactrey 1 e II.
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RESUMO

A preocupacao com a qualidade do pescado sempre foi um tema recorrente, visto que nem sempre atendem
as condicdes higiénicas-sanitarias adequadas, o que acaba viabilizando a multiplicacdo de microrganismos
formadores de histamina, que quando em niveis inadequados pode gerar preocupacao para a saude publica,
resultando em surtos de intoxicagdo alimentar. Portanto, o trabalho propde avaliar a presenca de
microrganismos indicadores higiénico-sanitarios e bactérias produtoras de histamina em peixes das espécies
Scomberomorus brasiliensis (Serra), Oligoplites palometa (Timbira), Pomatomus saltatrix (Anchova) e
Sardinella brasiliensis (Sardinha) comercializados em feiras e supermercados na cidade de Sao Luis - MA.
Conforme resultados obtidos no presente estudo, & possivel concluir que as amostras de peixes
Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa e Pomatomus saltatrix analisadas se apresentam préprias
para consumo quanto a padrdes de Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli e Salmonella sp.,
enquanto que 20% das amostras de Sardinella brasiliensis encontram-se fora do padrao estabelecido pela
legislacéo vigente brasileira. Além disso, foi constatado a presenca de bactérias produtoras de histamina em
sua maior parcela sendo da familia Enterobacteriacea na espécie Sardinella brasiliensis, o que pode
comprometer a qualidade e seguranca desse pescado, pois a possivel presenca da toxina produzida por
essas bactérias pode ocasionar risco a saude do consumidor.

Palavras-chave: Intoxicagédo histaminica. Enterobacteriaceae. Deterioragéo.

ABSTRACT

Concern about the quality of fish has always been a recurring theme, as they do not always meet adequate
hygienic-sanitary conditions, which ends up enabling the multiplication of histamine-forming microorganisms,
which when at inadequate levels can cause concern for public health, resulting in outbreaks of food poisoning.
Therefore, the work proposes to evaluate the presence of hygienic-sanitary indicator microorganisms and
histamine-producing bacteria in fish of the species Scomberomorus brasiliensis (Serra), Oligoplites palometa
(Timbira), Pomatomus saltatrix (Anchovy) and Sardinella brasiliensis (Sardines) sold at fairs and supermarkets
in the city of Sdo Luis - MA. According to the results obtained in the present study, it is possible to conclude
that the fish samples Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa and Pomatomus saltatrix analyzed
are suitable for consumption in terms of coagulase-positive Staphylococcus, Escherichia coli and Salmonella
sp. patterns, while 20% of the samples of Sardinella brasiliensis are outside the standard established by
current Brazilian legislation. Furthermore, the presence of histamine-producing bacteria was found to be the
largest part of the Enterobacteriacea family in the species Sardinella brasiliensis, which could compromise the
quality and safety of this fish, as the possible presence of the toxin produced by these bacteria could pose a
risk to consumer health.

Keywords: Histamine Intoxication; Enterobacteriaceae; Deterioration.
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1 INTRODUCAO

O termo pescado designa todo alimento que pode ser retirado de aguas
oceanicas ou interiores (doces ou salobras) e possa servir para alimentar o homem ou
os animais. E um termo genérico, envolvendo peixes, crustaceos, moluscos, quelénios
e algas (BRASIL, 2017).

Apesar da elevada importancia nutricional, o pescado € o alimento de origem
animal com maior probabilidade de deterioracao, principalmente por apresentar pH
préximo a neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos, alto teor de nutrientes
facilmente utilizaveis pelos microrganismos, acentuado teor de fosfolipidios e rapida
acao destrutiva das enzimas presentes nos tecidos e nas visceras do peixe (Gongalves,
2011).

Uma comercializacao sem obedecer as boas praticas de
manipulacao/fabricacdo relacionada ao manuseio inadequado, tais como, a falta de
refrigeracdo e higiene no local e do manipulador, pode acarretar mudangas fisico-
quimicas (diminuicdo do pH, oxidacdo de gorduras e alteragdes enzimaticas), sensorial
(alteracdo de odor, aparéncia e textura) e microbiolégicas (multiplicagdo bacteriana)
(Sant’ana; Freitas, 2011). O monitoramento da qualidade do peixe comercializado é
importante para garantir uma seguridade alimentar (Maciel et al., 2013).

Um produto decorrente da deterioracdo do pescado € a histamina, uma diamina
biogénica primaria e heterociclica, nao volatii e termoestavel formada na
descarboxilacdo bacteriana do aminoacido L-histidina, quando as condicbes de
manuseio e estocagem sdo inadequadas, favorecendo a multiplicacdo de
microrganismos que favorecem sua atividade (Moreira, 2018).

As bactérias produtoras desta enzima sao Gram-negativas, mesodfilas e
psicotroficas da familia Enterobacteriaceae e estdo comumente presentes em
ambientes aquaticos. O perigo da histamina em pescado ¢ intensificado pela sua

caracteristica da nao volatilidade, podendo conferir toxicidade ao produto mesmo antes
deste ser considerado deteriorado ou sensorialmente inaceitavel (Carmo et al., 2010).

A intoxicacao por histamina esta entre as toxicidades mais comuns associadas
ao consumo de pescado (EFSA & ECDC, 2018). Segundo o EFSA (2017), durante os
anos de 2010 a 2015, 177 surtos causados por histamina associados ao consumo de
pescado foram notificados em 12 estados-membros da Unido Europeia, envolvendo
973 casos com 104 hospitalizagdes. No Brasil, ndo existem dados oficiais sobre a

ocorréncia de casos de intoxicacao por histamina, porém, na literatura, podem ser
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encontrados varios relatos de surtos (Evangelista, 2010; Takemoto et al., 2014; Lima
Filho; Magalhaes & Morais, 2018; Takemoto et al., 2018).

Apesar de ser uma intoxicagdo comum, é pouco diagnosticada (ARES, 2017),
podendo ser correlacionadas ao percentual de histamina ingerida, ressaltando que a
sensibilidade individual e capacidade de desintoxicagdo do organismo, podem decorrer
apos o consumo em torno de duas horas (Cordeiro et al., 2020).

A Portaria n? 185 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
diz que se entende por espécies formadoras de histamina as pertencentes as familias
Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae, Engraulidae, Coryphaenidae e
Pomatomidae (BRASIL, 1997). Essas espécies podem vir a formar um nivel maior do
gue 100 ppm de histamina na musculatura, sendo que o nivel minimo para causar
sintomas de intoxicagéo € de 100 ppm (Jay, 2005).

Diante disso, este trabalho propde realizar uma avaliagcdo microbiolégica de
interesse nas bactérias indicadoras higiénico-sanitarias e formadoras de histamina em
peixes da espécie Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa, Pomatomus
saltatrix e Sardinella brasiliensis, comercializados em feiras e supermercados na
cidade de Séao Luis - MA.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Estudo transversal de natureza quantitativa.

2.2 Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Sao Luis - MA, sendo coletado 20 amostras
de Scomberomorus brasiliensis (Serra), 20 amostras de Oligoplites palometa (Timbira),
20 amostras de Anchova Pomatomus saltatrix (Anchova) e 20 amostras de Sardinella
brasiliensis (Sardinha) nos principais pontos de comércio de peixe em Sao Luis - MA,
sendo feiras e supermercados. As amostras foram acondicionadas em sacos estéreis
e transportadas em caixa isotérmica com gelo para o Programa de Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua (PCQA) da Universidade Federal do Maranh&o (UFMA)

para analise imediata.
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2.2 Anédlises microbioldgicas

2.2.1 Preparo de dilui¢cdes seriadas

Para a realizagdo das analises foram necessarias o preparo de algumas
diluicbes seriadas obtidas através da pesagem de 25g da amostra (musculatura do
pescado) em 225mL em NaCl a 0,85% e homogeneizada em mesa agitadora (diluicdo 10-
). A partir dessa diluigdo, foi transferido 1,0mL para um tubo de ensaio contendo 9mL
de NaCl a 0,85% (diluicdo 10?), e assim, sucessivamente obtida as demais diluicbes
(APHA, 2015).

2.2.2 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Para contagem de Sthapylococcus coagulase positiva foi realizado o método
spread-plate conforme o APHA, (2015). Com as diluicdes realizadas no item anterior,
foi inoculado 100uL da amostra na superficie de placas contendo agar Baird-Parker
(BP). O indculo foi espalhado com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski, e, em seguida,
incubada em estufa a 35 °C/24 horas. Apos esse tempo foi verificado o crescimento
de colbnias tipicas e realizado a contagem de Unidades Formadoras de Colbnias por

grama do alimento (UFC/g).

2.2.3 Pesquisa e identificacdo de Salmonella sp.

A pesquisa de Salmonella sp. foi realizada conforme o APHA, (2015). Foram
pesados 25g da amostra (musculatura do pescado) em 225m L de solucdo Peptonada
Tamponada (pré-enriquecimento), e, em seguida, homogeneizada em mesa agitadora
e incubada a 36 °C/24 horas. Posteriormente, aliquotas de 100uL das amostras pré-
enriquecidas foram inoculadas em tubos contendo caldo Rappaport Vassiliadis, e, em
seguida, levados para incubacdo a 36 °C/24 horas em estufa. Apos as 24 horas foi
realizado o plagueamento em superficie de placas contendo agar Hektoen e incubacao
a 36 °C/24 horas. Em seguida, foram selecionadas as col6nias tipicas nas placas de
agar Hektoen onde foram submetidas as provas bioquimicas de identificacao.

2.2.4 Contagem e identificacdo de Escherichia coli
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Para a quantificagdo de Escherichia coli foi utilizado a técnica dos tubos
multiplos de acordo com a APHA (2015) com adaptac¢des, onde foram inoculados 1mL
de cada diluicdo (10, 102 e 103) preparados conforme item 2.2.1, em respectivos
tubos contendo 9mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) ao qual foi observado
turvacdo do meio e producdo de gas a partir da lactose, denominado como teste
presuntivo para coliformes, apos 24/48h de incubacdo a 35°C. Em seguida, para a
confirmacao de presenca de coliformes termotolerantes, foi transferido uma algcada de
cada tubo suspeito para tubos contendo caldo EC, meio seletivo que contém lactose,
e incubado por 24/48h a 35°C. Os tubos com turvagdo do meio e produgcdo de gas
foram repicados em placas contendo agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para
observacédo de crescimento de colbnias tipicas de E. coli (colénias com brilho metalico
com centro escuro), apds isso, foi realizado a técnica de esgotamento para purificagao
da colbénia e posterior testes bioquimicos convencionais para confirmagcdo do
microrganismo. Apds confirmacéao, foi realizado a contagem de Numero Mais Provavel

por grama (NMP/g) referente a cada tubo proveniente da analise confirmatéria.

2.2.5 Contagem de bactérias mesofilas, psicroéfilas e produtoras de histamina no meio

agar Niven

Para a contagem de bactérias mesdfilas, psicréfilas e produtoras de histamina,
foi utilizada a técnica de plagqueamento em profundidade (UFC/g) em meio Niven
manipulado contendo os seguintes componentes: triptona de soja (0,5%), extrato de
levedura (0,5%), L-hitidina (2,7%), cloreto de sédio (0,5%), carbonato de calcio (0,1%),
agar bacteriologico (2,0%), purpura de bromocresol (0,006%), e acidificado em pH 5,3,
conforme descrito por Moreira (2018), com adaptacbées. Foram inoculadas 1mL de
cada diluicdo (10!, 102 e 10%) em placas contendo o meio Niven (1981). Apds a
completa solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 35°C e 20°C por um
periodo de 24 horas, caracterizando-se a populagdo de mesofilas (35 °C) e psicrdfilas
(20 °C) totais crescidas no meio e diferenciando-se as col6nias tipicas presuntivamente
com histamina positiva (contadas apos 5 dias da realizagcdo da analise) caracterizado
pela presenca de um halo arroxeado, indicativo de alcalinizacdo do meio pela presenca
da amina. Somente as cepas de histamina-positivas do meio Niven foram inoculadas
em tubos contendo meio Niven em tubo inclinado e incubadas em estufa a 35 °C/24
horas. O teste foi considerado positivo quando houvesse a viragem de cor arroxeada

do meio indicando alcalinizagdo pela presengca da amina realizada pela cepa isolada.
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2.2.6 Identificacao bioquimica das bactérias produtoras de histamina no sistema Bactray |

ell

Para identificacdo das bactérias produtoras de histamina, foi utilizado o Kit
Bactray | e Il, onde as culturas puras confirmadas no agar Niven foram semeadas em
agar nutriente pela técnica de esgotamento em estrias e incubadas a 35 °C/18 - 24
horas em estufa. Apds esse tempo foi realizado o teste com Kit do Sistema Bactray |
e Il. Uma coldnia pura da placa de Agar Nutriente foi homogeneizada em agua estéril
com turvagao correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland, logo apés, transferido
1,0mL do in6culo para o Kit Bactray e incubado por 18 - 24 horas em estufa 35 °C/24
horas. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados os reagentes conforme
instrucées do fabricante e realizado a leitura e calculo pelo software online da Laborclin

para determinacdo das espécies.

2.3 Andlise Estatistica

Para analise estatistica dos dados experimentais, foi realizado o teste one-way
analysis of variance (ANOVA), seguido pelos pos-teste de Tukey’s multiple comparison
para avaliagdo dos microrganismos indicadores higiénico-sanitarios e Kruskal-Wallis e
Dunn’s multiple comparison para microrganismos indicadores do tempo util de
conservacao. As diferencas foram consideradas significativas quando o p<0,05. Foi
utilizado o programa GraphPad Prism versdo 7.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA).

3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Microrganismos indicadores higiénico-sanitarios

3.1.1 Staphylococcus coagulase positiva

Os resultados das contagens de Staphylococcus coagulase positiva realizadas
nas 80 amostras de pescado in natura sendo das espécies Scomberomorus
brasiliensis, Oligoplites palometa, Pomatomus saltatrix e Sardinella Dbrasiliensis
comercializados em feiras e supermercados na cidade de Sdo Luis - MA, podem ser

observados conforme a tabela 1.
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Tabela 1 - Contagem de Staphylococcus coagulase positiva e negativa em peixes

comercializados de Sao Luis - MA

Contagem de Staphylococcus coagulase

Espécies Analisadas (UFC/g)
Negativa Positiva
Scomberomorus brasiliensis 1,6x1062 0,0°
Oligoplites palometa 3,9x106 ad 0,02
Pomatomus saltatrix 4.4x10°b 0,0 @
Sardinella brasilienis 5,3x106 a.bd 3,3x104 b

* Valores das médias das 20 amostras / Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de One-way ANOVA pelo teste Tukey’s multiple comparison.

Fonte: Cardoso (2023)

Conforme IN n° 161, de 1° de julho de 2022, o padrdao para Staphylococcus
coagulase positiva em pescado (peixes, crustaceos, moluscos) crus, temperados ou
nado, frescos, refrigerados ou congelados ¢ definido como contagem maxima de 103
UFC/g (ANVISA, 2022).

ApoOs anadlise de variancia e pos teste de Tukey’'s com 5% de significancia feita
a partir da contagem de Staphylococcus coagulase positiva, é possivel observar que
nao houve diferenca estatistica entre a espécie Sardinella brasilienis e as demais
estudadas, devido a auséncia desses microrganismos nas amostras de
Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa e Pomatomus saltatrix.

Além disso, € possivel observar que 4% (n=3/80) das amostras estavam fora do
padrao estabelecido pela ANVISA quanto ao padrdo de Staphylococcus coagulase
positiva.

Bujjamma & Padmavathi (2015), apontam como fontes de contaminacdo dos
pescados comercializados com a bactéria Staphylococcus aureus (coagulase positiva)
a manipulacdo inadequada pelos feirantes e consumidores. A conservacao impropria
do alimento com o uso de gelo contaminado, condicdes de armazenamento que
favorecem a contaminacao cruzada do pescado com outros alimentos que apresentam
uma microbiota intrinseca distinta da encontrada na carne do peixe e a contaminagao
terciaria mediada por moscas sao fatores que promovem inoculagdo e a contaminagao
dos produtos seguida de deterioracdo do alimento e potencial aumento dos casos de

infecto intoxicagao alimentar entre os consumidores de pescado.
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Além disso, de acordo com Peterson (1962a e 1962b), o crescimento do S.
aureus € reprimido pela presenca de outras populacdes de bactérias encontradas
naturalmente nos alimentos, devido a competicdo por nutrientes e pela modificagdo do
ambiente para condigbes menos favoraveis para o seu crescimento.

Apesar de nao haver crescimento de colonias de Staphylococcus coagulase
positiva nas espécies Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa e Pomatomus
saltatrix, houve crescimento de Staphylococcus coagulase negativa com contagens
médias de 1,6x10% UFC/g para a espécie Scomberomorus brasiliensis, 3,9x10%® UFC/g
para a espécie Oligoplites palometa, 4,4x10° UFC/g para a espécie Pomatomus
saltatrix e 5,3x10® UFC/g para a espécie Sardinella brasilienis, sendo encontrado a
presenca desses microrganismos em 83% (n=66/80) das amostras analisadas.

Com base na andlise de varidncia e pos teste de Tukey’'s com 5% de
significancia feita a partir da contagem de Staphylococcus coagulase negativa, €
possivel observar que houve diferenca estatistica entre as espécies Scomberomorus
brasiliensis, Oligoplites palometa e Sardinella brasilienis; Pomatomus saltatrix e
Sardinella brasilienis; Oligoplites palometa e Sardinella brasilienis.

Embora a legislacdo vigente ndo estabeleca padroes para Staphylococcus
coagulase negativa, a presenca dessa bactéria em alimentos também pode causar
intoxicacbes alimentares. Considerando-se que o0s seres humanos sao portadores
naturais dessa bactéria na pele e em mucosas, deve-se adotar habitos higiénico-
sanitarios durante a manipulagédo do pescado (LOPES et al., 2012).

Em estudos pioneiros como de Cunha et al., (2006), foi verificado a capacidade
toxigénica de linhagens de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e identificaram
por Polymerase Chain Reaction (PCR) os genes responsaveis pela produgdo de
enterotoxinas. Além disso, o trabalho de Silva (2022), relata a existéncia de
endotoxinas produzidas pelos SCN, o qual envolveu linhagens de Staphylococcus
coagulase negativa e revelou genes relacionados com o potencial patogénico, além da
sua importancia como um reservatorio de genes, que podem ser transferidos para
outras bactérias presentes em um mesmo nicho ecoldgico.

De forma a informar a populacdo comerciante e consumidores, o
Staphylococcus coagulase positiva e negativa estado ligados diretamente as condi¢des
higiénico-sanitarios do alimento, e para que um padrédo de qualidade seja mantido é
necessario adotar boas praticas de manipulagéo.

De acordo com Silva Jr. (2001) o método de Boas Praticas € um conjunto de

normas de procedimentos para atingir um determinado padrdo de identidade e
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qualidade de um produto e/ou servico entre os quais a produgcdo de alimentos. Logo,
sao regras que, quando praticadas, ajudam a prevenir perigos, incluindo itens como
higiene pessoal adequada, prevencdo da contaminagdo pelos manipuladores de
alimentos, higiene de utensilios, equipamentos e ambientes, controle de pragas,
garantia da qualidade da agua e cuidados com residuos.

Hoje € possivel obter varios tipos de cartilhas ou livros informativos quanto a
manipulacdo adequada dos alimentos por parte do Governo Federal Brasileiro, a fim
de que se aumente a consciéncia pratica seja por parte de feirantes, comerciantes ou
até mesmo do consumidor, como € o caso do Manual Técnico de Manipulacdo e
Conservagcdo de Pescado (2018) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) (Cribb et al., 2018).

Em pesquisa realizada por Ferreira et al., (2014), resultados semelhantes ao da
presente pesquisa foram verificados quanto a auséncia de Staphylococcus coagulase
positiva em 60 amostras de peixe Serra (S. brasiliensis) e 3,06 x 105 UFC/g de
Staphylococcus coagulase negativa em 1,67% das amostras.

O contrario foi encontrado por Ogur (2022), onde encontrou 2,44 log UFC/g de
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de Anchova (Engraulis encrasicolus)

obtido de fornecedores da cidade de Bitlis na Turquia.

3.1.2 Salmonella sp.

Os resultados da pesquisa de Salmonella sp. realizadas em 80 amostras de
pescado in natura das espécies Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa,
Pomatomus saltatrix e Sardinella brasiliensis comercializados em feiras e
supermercados na cidade de Sao Luis - MA, sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Percentual da presenca de Salmonella sp. de peixes comercializados em
Séo Luis - MA

Espécies Analisadas Presenca de Salmonella sp.
Scomberomorus brasiliensis 0,0% @

Oligoplites palometa 0,0% @

Pomatomus saltatrix 0,0% @

Sardinella brasiliensis 20,0% ®

* Percentual de 20 amostras. Percentual seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de One-way ANOVA pelo teste Tukey’s multiple comparison.
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Fonte: Cardoso (2023)

Conforme IN n° 161, de 1° de julho de 2022, o padrdo para Salmonella em
pescado (peixes, crustaceos, moluscos) crus, temperados ou nao, frescos,
refrigerados ou congelados é auséncia em 25g (ANVISA, 2022).

Apoés anadlise de variancia e pos teste de Tukey’s com 5% de significancia feita
a partir da contagem de Salmonella sp., € possivel observar que nado houve diferenca
estatistica entre a espécie Sardinella brasilienis e as demais estudadas, devido a
auséncia desses microrganismos nas amostras de Scomberomorus brasiliensis,
Oligoplites palometa e Pomatomus saltatrix.

Comparando os resultados contidos na tabela 2 com o padréao estabelecido pela
ANVISA, ¢é possivel afirmar que as amostras de Scomberomorus brasiliensis,
Oligoplites palometa e Pomatomus saltatrix encontram-se dentro do padrédo
estabelecido pela ANVISA. Enquanto 5% (n=4/80) das amostras da espécie Sardinella
brasiliensis encontram-se fora do padrao por apresentar Salmonella sp.

A presenca desse microrganismo em pescado pode ser explicada pelo fato
dessa bactéria conseguir facilmente se desenvolver em meio aquatico, dessa forma,
parte da contaminagcdo ocorre no meio em que o pescado é cultivado. Outro fator de
contaminagao, trata-se da forma como € conservado e manipulado o produto para
comercializacdo, como destacam os autores Da Silva et al., (2020).

Ao se consumir um pescado contaminado por Salmonella, os riscos ndao se
tratam apenas quanto a presenca da bactéria no produto. A infeccdo pode ocorrer
quando a parte consumida € contaminada durante o manuseio do pescado, conduzindo
microrganismos para a musculatura do peixe, equipamentos, outros alimentos e
ambiente de preparo (Soares et al., 2020).

Por isso, € importante a realizagdo do controle efetivo de salmoneloses para que
se conheca o perfil epidemiologico de Salmonella sp., sendo esse perfil influenciado
por diversos fatores, como praticas de elaboracdo de alimentos, padrées de higiene e
saneamento, diferenca entre habitos alimentares e criagdo de animais (Carrasco;
Morales-Rueda; Garcia-Gimeno, 2012).

Resultado similar ao encontrado na presente pesquisa foi divulgado por Barreto
et al., (2020), onde foi observado a presenca de Salmonella spp. em amostras de peixe
Sardinha (Sardinella brasiliensis) coletados de supermercados do centro da cidade de
Cruz das Almas-BA.

Pesquisa realizada por Oliveira Neto (2018), com amostras de peixe Serra ( S.

brasiliensis) coletadas em estabelecimentos comerciais de peixes, constatou auséncia

Ci. e Nat., Santa Maria, v.44, exx, 2022



Autoria | 37

de Salmonella sp. em 100% das amostras. Além disso, resultados semelhantes foram
encontrados em outras pesquisas (Perez et al., 2014; Ferreira et al., 2014) para o peixe

Serra em mercados publicos na regido sudeste do Brasil.

3.1.3 Escherichia coli

Resultados da contagem de Escherichia coli em 80 amostras de pescado in
natura das espécies Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa, Pomatomus
saltatrix e Sardinella brasiliensis comercializados em feiras e supermercados na cidade
de Sao Luis - MA podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 - Percentual da presenca de E. coli de peixes comercializados em Sao Luis
- MA

Espécies Analisadas Presenca de E. coli
Scomberomorus brasiliensis 10,0%2
Oligoplites palometa 0,0%?
Pomatomus saltatrix 0,0%2
Sardinella brasiliensis 0,0%2

* Percentual de 20 amostras. Percentual seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de One-way ANOVA pelo teste Tukey’s multiple comparison.

Fonte: Cardoso (2023)

Conforme IN n° 161, de 1° de julho de 2022, o padrao para Escherichia coli em
pescado (peixes, crustaceos, moluscos) crus, temperados ou nao, frescos,
refrigerados ou congelados é definido como contagem maxima de 5x102 NMP/g
(ANVISA, 2022).

ApoOs anadlise de variancia e pos teste de Tukey’s com 5% de significancia feita
a partir da contagem de E. coli, € possivel observar que nado houve diferenga estatistica
entre a espécie Sardinella brasilienis e as demais estudadas, devido a auséncia desses
microrganismos nas amostras de Scomberomorus brasiliensis, Oligoplites palometa e
Pomatomus saltatrix.

De acordo com os resultados expressos na tabela 3, é possivel observar que
houve a presenca de E. coli em 25% (n=2/80) nas amostras da espécie
Scomberomorus brasiliensis analisadas, porém, dentro do padrdao estabelecido pela
ANVISA por apresentarem 43 NMP/g.
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Em um estudo realizado por Sanchez e Ruocco Jr. (2004), foi afirmado que os
coliformes estao sujeitos a interferentes como Pseudomonas aeruginosa que em altas
concentragdes é responsavel por resultados falso-negativos das analises colimétricas.

Portanto, a auséncia ou baixa quantificacdo de E. coli nas amostras analisadas
pode ser explicada por uma possivel interferéncia de grande quantidade de
microrganismos que dificultam o crescimento nos meios de cultura, como é o exemplo
da Pseudomonas aeruginosa.

Sendo um alimento bastante perecivel, a qualidade do pescado depende de
varios fatores como, do controle de temperatura durante todas as etapas de captura,
e das boas praticas de higiene e seguranca alimentar por parte dos manipuladores
durante a sua venda (Hoel et al.,2017; Alegria, 2020). Sua manipulacdo deve ser
extremamente rigorosa, caso contrario pode-se elevar o risco de incidéncia de
microrganismos indicadores de qualidade, como coliformes totais e termotolerantes,
nos quais a Escherichia coli € a espécie mais relevante do grupo, sendo comumente
associada a doencas transmitidas por alimentos (DTA’s) (Nascimento, 2019; Amaral &
Silva, 2021).

Medidas como o emprego de boas praticas na manipulacdo e conservagao por
partes dos comerciantes, e o cozimento total do pescado sendo realizado pelo
consumidor que adquire esse tipo de produto, sdo agdes de extrema importancia para
gue se evite DTA’s e impactos nha saude publica local.

No trabalho realizado por Bannina et al., (2003), observaram em estudo
comparativo de microrganismos que crescem em comunidades mistas nos biofilmes
de aguas subterraneas, que a bactéria P. aeruginosa possui vantagem sobre E. coli e
demais membros do género Enterobacteriacae, representando, portanto, risco a saude
publica.

Além disso, resultado semelhante ao exposto nesse trabalho foi encontrado por
Ferreira (2014), que coletou amostras de peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis) no
porto do municipio de Raposa - Ma, e evidenciou a presenca de E. coli em apenas 1
amostra de 12, além da avaliagdo do gelo utilizado para conservacdo com

contaminacao de 25% das amostras.

3.2 Microrganismos indicadores do tempo atil de conservacao

3.3.1 Microrganismos mesdfilos e psicrofilos totais

Ci. e Nat., Santa Maria, v.44, exx, 2022



Autoria | 39

Os resultados da quantificacdo de bactérias mesofilas e psicrofilas na
musculatura dos peixes comercializados em Sao Luis - MA, utilizando agar Niven,
foram submetidos a analise estatistica e estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Contagem de bactérias mesodfilas e psicrofilas totais de peixes
comercializados em S&o Luis - MA

o _ Contagem de bactérias (Log UFC/g)
Espécies Analisadas

Mesofilas Totais Psicroéfilas Totais
Scomberomorus brasiliensis 6,25 @ + 4,56 6,11 2 + 5,08
Oligoplites palometa 6,98 Pc+ 6,23 7,28 ¢+ 6,65
Pomatomus saltatrix 6,28 +6,18 7,28 > + 6,65
Sardinella brasiliensis 5,63 2¢+ 546 5,64 abc + 534

*Valores das médias das 20 amostras * desvio padrao/ Médias seguidas de letras iguais na mesma
coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis pelo teste Dunn’s multiple

comparison.
Fonte: Cardoso (2023)

Apoés andlise de variancia e pos testes de Kruskal-Wallis e Dunn’s com 5% de
significancia feita a partir da contagem de bactérias mesdfilas totais, foi observado
diferenca estatistica entre as espécies Scomberomorus brasiliensis e Sardinella
brasiliensis, Pomatomus saltatrix e Oligoplites palometa, Sardinella brasiliensis e
Oligoplites palometa. Na contagem de bactérias psicrofilas totais foi observado
diferencas estatisticas significativas entre a espécie Sardinella brasiliensis e as demais
estudadas neste trabalho (tabela 4).

A IN n° 161, de 1° de julho de 2022 ndo determina padrdo para microrganismos
mesodfilos e psicrofilos em pescados, porém, a International Comission Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 1986) sugere valores maximos de 7,0 log UFC/g em

amostras de peixes destinadas ao consumo humano, contagem € comumente
empregada para indicar a qualidade sanitaria de alimentos (BORDIGNON et al.,2010).

Assim, com base na legislagdo da ICMSF (1986), 27,5% (n=22/80) das amostras
de peixe analisadas estavam fora do padrdo para contagem de bactérias psicroéfilas
totais.

Apesar da contagem de microrganismos mesofilos estarem dentro do padrdo
estabelecido pela ICMSF (1986), de acordo com da Silva Lopes et al.,, (2012), as
bactérias mesofilas poderao continuar sua multiplicacdo, pois sua presenca pode estar
relacionada ao armazenamento inadequado e temperatura favoravel, necessitando de

medidas que desacelerarao o processo de deterioragdo do pescado.
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Em alimentos a contagem de bactérias mesodfilas em placas € normalmente
utilizada para avaliar as condi¢des sanitarias dos produtos (BARCELLOS et al., 2016),
em que aqueles com altas contagens podem apresentar alteragcdes sensoriais no sabor,
odor e textura, além de menor prazo de validade comercial (SANTOS, 2011).

Germano et al.,, (2003) salientaram também o papel desempenhado pelo
manipulador de alimentos como origem do problema para os consumidores e grandes
responsaveis por contaminacgao cruzada.

Além disso, bactérias psicréfilas em alimentos sdo caracterizadas por realizarem
atividades proteoliticas e lipoliticas, com capacidade de crescimento e multiplicagcao
em temperaturas de refrigeracdo (LANZARIN et al., 2011), sendo constituida
principalmente por Pseudomonas spp., Alteromonas spp., Shewanella putrefasciens,
Acinetobacter spp. e Moraxella spp. (FORSYTHE, 2013).

Scherer et al. (2004), afirmam que as bactérias psicrofilas aumentam
significativamente ao longo da armazenagem e que sé a utilizagcdo do gelo clorado é
capaz de reduzir a contagem e aumentar a vida util em trés dias.

Os resultados encontrados apontam falhas quanto ao armazenamento do
produto, além disso, durante a coleta das amostras era possivel observar manipulagcéao

de forma inadequada, onde os comerciantes nao utilizavam de boas praticas.

3.3.2 Microrganismos mesofilos e psicrofilos produtores de histamina

Os resultados da quantificacdo de bactérias meséfilas e psicrofilas produtoras
de histamina com diferenciacdo utilizando agar Niven, podem ser observados na tabela
5, acompanhadas de analise estatistica.

Tabela 5 - Contagem de bactérias mesoéfilas e psicrofilas produtoras de histamina em

peixes comercializados em Sao Luis - MA

Espécies Analisadas Contagem de bactérias (Log UFC/g)

Mesofilas Psicroéfilas
Scomberomorus brasiliensis 3,742+ 3,34 3,50 @ + 341
b
Oligoplites palometa 0,0°+0,0 0,0°+0,0
b b
Pomatomus saltatrix 0,0°£00 0,0°+0,0
0,00+0,0 0,0°+0,0

Sardinella brasiliensis

* Valores das médias das 20 amostras + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis pelo teste Dunn’s multiple
comparison.

Fonte: Cardoso (2023)

Ci. e Nat., Santa Maria, v.44, exx, 2022



Autoria | 41

Conforme analise de variancia e pos testes de Kruskal-Wallis e Dunn’s com 5%
de significancia feita a partir da contagem de bactérias mesofilas e psicréfilas
produtoras de histamina, € possivel observar que ndo houve diferenca estatistica entre
a espécie Scomberomorus brasiliensis e as demais estudadas, devido a auséncia
desses microrganimos nas amostras de Oligoplites palometa, Pomatomus saltatrix e
Sardinella brasiliensis.

Ao avaliar a presenca de bactérias produtoras de histamina nas amostras de
Scomberomorus brasiliensis, € correto afirmar que as condicdbes de armazenamento
do pescado n&o seguiram um padrao de acondicionamento.

N&o se pode falar de conservacdo sem que seja citado a influéncia do tempo,
temperatura e higiene. Esses fatores sdo fundamentais para um produto de qualidade,
mas, uma vez que apenas um desses termos nao seja seguido, a fisiologia do animal
dara condi¢cées para a microbiota do organismo se proliferar, decorrendo a formacgao
de aminas biogénicas, no caso a histamina (Taylor, 1986).

O mesmo acontece com os niveis de histidina livre nos tecidos dos peixes, que
podem variar com a espécie, a idade, o periodo reprodutivo e a estacdo do ano, como
ja foi documentada em Arenques (Clupea harengus), com o nivel mais alto observado
no verao (Hughes, 1959).

Carneiro (2018), realizando pesquisa no muco superficial da pele e nas
branquias do peixe Cavala (Scomberomorus cavalla), encontrou na superficie da pele
um valor de 4,52 Log UFC/cm? para bactérias mesofilas cultivaveis, e 4,67 Log
UFC/cm? para bactérias produtoras de histamina. Para as branquias 5,53 Log
UFC/branquia para bactérias mesofilas cultivaveis, e 6,8 Log UFC/branquia para
bactérias produtoras de histamina.

Em estudo realizado por Maia (2022), utilizando espécie de peixe Serra
(Scomberomorus brasiliensis) com analises das branquias e superficie do pescado
obtidos de feiras livres da cidade de Fortaleza — CE, obteve-se 40 bactérias produtoras

de histamina e 40 bactérias heterotréficas cultivaveis.

3.3.3 ldentificacao de bactérias produtoras de histamina

As bactérias produtoras de histamina isoladas da espécie Scomberomorus

brasiliensis tiveram um percentual de 77,3% sendo bactérias mesofilas e 22,7%
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bactérias psicrofilas e as identificagbes encontradas conforme testes bioquimicos
podem ser observados na figura 1.
Figura 1 - Espécies de bactérias produtoras de histamina isoladas de peixes

comercializados em Sao Luis-MA

B Klebsiella shimoschleromatis M Citrobacter diversus B Klebsiella ozaenae
B Acinetobacter baumannii B Stenotrophomonas maltophiliaMShigella dysenteriae
B Escherichia coli B Salmonella spp. B Citrobacter freundii

Fonte: Cardoso (2023)
Das 22 espécies identificadas, 27,3% (n=6/22) foram Klebsiella

shimoschleromatis, 18,2% (n=4/22) foram Citrobacter diversus, 13,6% (n=3/22) foram
Klebsiella ~ozaenae e  Acinetobacter baumannii, 9,1% (n=2/22) foram
Stenotrophomonas maltophilia, 4,5% (n=1/22) foram Shigella dysenteriae, Escherichia
coli, Salmonella spp. e Citrobacter freundii.
Diversos pesquisadores concordam que a microbiota do pescado reflete a agua
onde esses animais vivem, visto que, os tecidos internos de um peixe sadio sao
estéreis (Nickelson; Mccarthy; Finne, 2001). Porém, outros fatores devem ser
avaliados quanto a qualidade de um pescado em seu estado final, como é o caso da
manipulac¢do, armazenamento e conservagao. Analisando as espécies identificadas €
possivel concluir que 77,3% (n=17/22) fazem parte da familia das Enterobacteriaceae.
A presenca de enterobactérias nos alimentos € de suma importancia para
indicacao de contaminagao durante o processo de fabricagdo ou mesmo, pos-
processamento. As enterobactérias sdao representadas por um grupo de

microrganismos que vivem no trato digestivo de animais e humanos, e, desta forma,
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se tornam microrganismos indicadores da qualidade de um determinado alimento
(Franco, 2005).

Ao avaliarem a presenca de histamina em camardes de cativeiro, Andrade et al.,
(2008) observaram que a maioria dos microrganismos presentes nas amostras também
pertenciam a familia Enterobacteriaceae, sendo as principais espécies Enterobacter
cloacae e Klebsiella oxytoca correspondendo a 60,8% das bactérias produtoras.

Os resultados das identificacées obtidos nessa pesquisa sdo esperados quando
comparados com espécies de bactérias produtoras de histamina ja citadas na literatura,
como por exemplo, Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp.,
Escherichia  coli, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., Salmonella sp., Serratia sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus
sp., dentre outras (Veciana-Nogués et al., 1997; Landete et al., 2007; Joneza, 2004).

O género Klebsiella faz parte da flora dos peixes e € um dos principais
produtores de histamina (Chang et al., 2008; Chen et al., 2010; Lee et al., 2013). Além
disso, o género foi o de maior prevaléncia no estudo com 45,4% (n=9/22) nas amostras.

A Klebsiella € uma bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae e é
considerada um importante veiculador de DTA’s em pescados e seus derivados,
principalmente, produtos oriundos de aguas contaminadas, manipulacdo inadequada
e sem cuidados higiénico-sanitarios minimos. Estes fatores acarretam a obtencdo de
um produto de baixa qualidade e que sdo riscos a saude dos consumidores (Macena
et al.,, 2017). O quadro de intoxicacdo pode ocorrer, e frequentemente esta associado
a pescados que sofreram conservagcdo inadequada, especialmente, refrigeracao
impropria, fazendo com que a enzima histamina-decarboxilase presente em bactérias
qgue colonizam os peixes convertam a histidina em histamina (Sabater et al., 1995).

Assim como no presente estudo, Moreira et al., (2018) também constataram a
presenca de Klebsiella ozaenae em amostras de peixe Cavala e Dourado coletados
em pontos de venda em Maceio — AL, bem como a espécie Citrobacter freundii em 3,7%
dos isolados do peixe Dourado.

Portanto, € de suma importancia o atendimento dos parametros de qualidade de
pescados fornecidos em feiras e supermercados, pois, uma vez que esse tipo de
alimento possua caracteristicas histaminogénicas, depois de formada, a histamina
dificilmente é eliminada do alimento devido suas caracteristicas de nao volatilidade e

termoestabilidade (Iriart; Torres, 2013; Carmo et al., 2010).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que ha presenca de
microrganismos indicadores higiénico-sanitarios nos pescados avaliados, apontando a
existéncia de falhas de boas praticas de manipulagdo e armazenamento. Além disso,
foi constatado a presengca de bactérias produtoras de histamina que em sua maior
parcela sendo da familia Enterobacteriacea podendo comprometer a qualidade e
seguranca desse alimento, pois a possivel presengca da toxina produzida por essas

bactérias pode ocasionar intoxicagao alimentar, sendo um risco a saude do consumidor.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme abordado no presente trabalho, foi constatado a presenca de microrganismos
indicadores higiénico-sanitarios nos pescados analisados, isto €, presenca de Sthapylococcus
coagulase positiva, Escherichia coli e Salmonella sp., indicando falhas nos processos de manipulacao
e armazenamento do produto estudado. Apesar de algumas amostras estarem de acordo com a
legislacdo vigente, a presenca desses microrganismos mesmo que em quantidades permitidas, podem
em determinado momento ser favorecido por aspectos que ajudem na multiplicacdo deles, vindo a ser
considerados inadequados para consumo.

Além disso, conforme contagem de bactérias mesofilas totais e psicrofilas totais foi percebido
uma alta carga microbiana nos pescados avaliados, 0 que pode comprometer as caracteristicas
organolépticas do produto, bem como indicar mas condicGes sanitarias pela qual o pescado possa ter
passado. Isso corrobora com os resultados encontrados quanto a presenca de bactérias produtoras de
histamina no pescado Scomberomorus brasiliensis, onde dentre as espécies identificadas a maior
parcela foi da familia das Enterobacteriaceae e género Klebsiella, indicando que esse pescado possa
ter sido obtido de um ambiente de agua contaminada, além dos outros fatores ja citados como
manipulacdo inadequado e forma incorreta de armazenamento.

A presenca de microrganismos produtores de histamina em pescados é preocupante pelo fato
da intoxicacdo causado ser pouco divulgada e/ou até mesmo pouco conhecida pelos profissionais, 0
que acaba sendo associado a outras DTA’s, devido a isso, soma-se a importancia de conhecer e alertar

sobre a qualidade microbiolégica desse tipo de alimento fornecido aos consumidores.
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ANEXO A — MODELO DA REVISTA CIENCIA E NATURA

TITULO PRINCIPAL
TITULO TRADUZIDO

Autor'®@ Autor" & Autor'

lInstituigdo, Departamento [se houver], Cidade, Estado[sigla], Brasil
Mnstituicdo, Departamento [se houver], Cidade, Estado[sigla], Brasil
Il|nstituicdo, Departamento [se houver], Cidade, Estadol[sigla], Brasil

RESUMO

Para o Titulo do resumo: alinhado a esquerda, fonte Opens Sans 12, mailsculas, negrito, espacamento
simples 1,0. Este espaco é para inserir o resumo do artigo. O resumo deve conter no maximo 15 linhas,
escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no maximo 15 linhas, escritas em fonte
Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no maximo 15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10,
justificado. O resumo deve conter no maximo 15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo
deve conter no maximo 15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10, justificado. Importante: O texto do resumo
existente no arquivo do Word deve coincidir com o resumo cadastrado no momento da submissao do artigo
no sistema eletrénico da Revista. Importante: O texto do resumo existente no arquivo do Word deve coincidir
com o resumo cadastrado no momento da submissao do artigo no sistema eletrénico da Revista.

Palavras-chave: Termo1; Termo2; Termo3

ABSTRACT

Second language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second
language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second language
abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract
here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here.
Second language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second
language abstract here. Second language abstract here. Second language abstract here. Second language
abstract here. Importante: O abstract existente no arquivo Word deve coincidir com o abstract cadastrado no
idioma inglés no momento da submissdo do artigo no sistema. [mportante: O abstract existente no arquivo
Word deve coincidir com o abstract cadastrado no idioma inglés no momento da submissdo do artigo no
sistema.

Keywords: Term1; Term2; Term3 (evitar tradugao automatica)

1 INTRODUCAO

Atencao: recomendamos fortemente que as autoras e os autores usem o
presente modelo com todas as suas formatacdes de fonte, margens, espagcamentos e
demais regras. Para tanto, basta substituir os conteudos de cada parte, comecando

pelo titulo, resumo, palavras-chave etc.
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Para o caso desta secao primaria (titulos principais) em especifico: Titulo da
secdo em fonte Opens Sans 12, maiusculas, alinhamento a esquerda, negrito,
espacamento 1,5. Conteudo da secdo em fonte Opens Sans 12, espagamento 1,5 e
paragrafos com recuo de 1,25.

A introducdo deve conter elementos essenciais a uma plena compreensao do
texto. Sugere-se que os autores iniciem o artigo com uma breve contextualizagdo do
assunto e, apds, apresentem o PROBLEMA que foi investigado e sera elucidado.
Também se sugere-que sejam apontados de forma clara os OBJETIVOS do artigo. Ao
final da introducdo recomenda-se que seja realizada uma apresentagdao sucinta da
estrutura geral do artigo de modo a permitir que o leitor compreenda como o assunto
sera abordado a partir de entao.

As notas de rodapé'! sdo organizadas com numeros ardbicos (1, 2, 3..), em
fonte Open Sans 10, alinhamento a esquerda, somente com a primeira letra maiuscula
ou em palavras as quais o idioma exige.

1.1 Titulo de subsec¢ao [se houver]

Titulo da subsecdo em fonte Open Sans 12, alinhamento a esquerda,
espagcamento 1,5 cm, somente com a primeira letra maiuscula ou em palavras as quais
o idioma exige (ex.: nomes proprios). Conteudo da subsecdo em fonte Open Sans 12,

espacamento 1,5 e paragrafos com recuo 1,25.
1.1.1 Exemplo de se¢do abaixo de subsecao [se houver]

Titulo da secdo abaixo da subsecdo em fonte Open Sans 12, alinhamento a
esquerda, espacamento conforme o modelo acima, somente com a primeira letra
maiuscula ou em palavras as quais o idioma exige (ex.: nomes proprios).

Atencao: seguir rigorosamente todas as normas da revista quanto ao modo de
fazer citacoes e referencia-las. Abaixo segue um exemplo de citacdo longa (mais de 3
linhas). Em caso de citacdo curta (3 linhas ou menos), basta inseri-la entre aspas no
corpo do texto. Lembrar que a REMOA adota o sistema “Autor/a, data” para mencoes
de referéncias das citagdes no corpo do texto

Citagao longa (mais de 3 linhas) em fonte Open Sans 10, espagamento
simples (1,0), recuo a esquerda de 4cm, alinhamento justificado, espacos
anterior e posterior simples 1,0. Citagdo longa (mais de 3 linhas) em fonte
Open Sans 10, espacamento simples (1,0), recuo a esquerda de 4cm,

alinhamento justificado, espagos anterior e posterior simples 1,0. Citagao
longa (mais de 3 linhas) em fonte Open Sans 10, espagamento simples (1,0),

" Exemplo de nota de rodapé.
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recuo a esquerda de 4cm, alinhamento justificado, espacos anterior e
posterior simples 1,0.

Continuacado da redacao do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans
12, espacamento entrelinhas 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuagcdo da redacéao
do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12, espacamento entrelinhas
1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuagdo da redagdo do texto com conteudo da
secao em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25.
Continuagcdo da redagcdo do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12,
espacamento entrelinhas 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuagdo da redacao do
texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12, espagcamento entrelinhas 1,5,

paragrafos com recuo 1,25

1.1.1.1 Exemplo de mais uma subsecéo
Caso o trabalho exija mais uma subsecdo, este modelo deve ser utilizado. Os
titulos das secbes e subsecdes devem seguir uma ordem logica e apresentados de

acordo com este modelo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e pré-tratamento da amostra
Redacao do texto com conteudo da secao em fonte Open Sans 12, espacamento

1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuagcdo da redacdo do texto com conteudo da
secao em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25.

Colocar “aspas duplas para citacdo direta com até trés linhas, fazendo
referéncia a autoria, ano da obra e numero da pagina de onde foi retirada” (AUTORI/A,
2017, p. 2).

Indicar com colchetes se precisar suprimir algum trecho na citagao [...].
Deve-se sempre referenciar autor/a, ano da obra e numero da pagina de
onde foi retirado o texto. Todas as citagcbes em lingua estrangeira deverao

ser traduzidas para o portugués, desde que essa traducdo nao afete o
sentido original da frase. (AUTOR/A, 2017, p. 2).

As citagoes deverao ter chamadas no corpo do texto pelos sobrenomes, ano de
publicacao e também, para citagcdes diretas, o numero da pagina.

Para mencdo da autoria no contexto da frase, sé a inicial deve ser em letra
maiuscula, e quando a mencao € feita entre parénteses, todas as letras devem ser

maiusculas, como nos exemplos abaixo:
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Conforme afirma Corréa (1997, p. 152), "O espago enquanto objetivacao
geografica do estudo da cidade apresenta varias facetas que permitem que seja
estudado de modo multivariado”.

Ou:

"O espago enquanto objetivacdo geografica do estudo da cidade apresenta
varias facetas que permitem que seja estudado de modo multivariado" (CORREA,
1997, p. 152)

Os artigos s6 podem fazer referéncia a figuras (fotos, mapas, imagens ou
graficos), quadros ou tabelas. Toda a figura, quadro ou tabela que for utilizada deve
ser chamada no texto (figura 1 e quadro 1) antes de aparecer, conforme o exemplo a

seguir: o titulo da figura 1 € sucinto e completo.

Figura 1 - Titulo de apresentacao sucinto e completo. Em titulos com mais de uma linha

justificar e manter a esquerda

Fonte: Autores/as (2020)

Legenda: As legendas devem ser colocadas abaixo das fontes.

Nota: Caso seja uma foto tirada pelos préoprios autores ou autoras, indicar Fonte: Acervo particular dos
autores (setembro de 2017)

Importante: o que difere um quadro de uma tabela visualmente € que o quadro
€ fechado nas laterais e a tabela é aberta. As tabelas e quadros ficam melhor dispostos
em pagina unica, portanto, sempre que possivel, realizar o arranjo dos textos para
atender este item.

Quando nao for possivel, pode ocorrer do texto sofrer algum ajuste na diagramacéo,
para que o titulo acompanhe a figura, quadro ou tabela, sempre posicionado acima. Ver
quadro 1.
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Quadro 1 - Os quadros devem ter seus titulos na parte superior

Colunal Coluna?2 Coluna3 Coluna 4
Linha 1 Valor 1 Valor 2 Valor 3
Linha 2 Valor 4 Valor 5 Valor 6
Linha 3 Valor 7 Valor 8 Valor 9
Linha 4 Valor 10 Valor 11 Valor 12
Linha 5 Valor 13 Valor 14 Valor 15

Fonte: as fontes dos quadros devem ser colocadas na parte inferior. Quando expde dados produzidos na
pesquisa, indicar: Organizacao dos autores.

Tabela 1 - As tabelas devem ter seus titulos na parte superior

Colunal Coluna?2 Coluna3 Coluna4
Linha 1 Valor 1 Valor 2 Valor 3
Linha 2 Valor 4 Valor 5 Valor 6
Linha 3 Valor 7 Valor 8 Valor 9
Linha 4 Valor 10 Valor 11 Valor 12
Linha 5 Valor 13 Valor 14 Valor 15

Fonte: as fontes das tabelas devem ser colocadas na parte inferior. Quando reproduzida integralmente,
indicar Fonte: Sobrenome (ano)

As equacdes aparecem o corpo do texto, sendo enumeradas pelo lado direito
entre parénteses, como:

y=ax+b (1)

onde:

Open Sans 10;

espagamento simples;

com os topicos divididos por ponto e virgula.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Redacao do texto com conteudo da secao em fonte Open Sans 12, espagamento
1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuagcdo da redacdo do texto com conteudo da
secao em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25.
Continuacado da redacao do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12,
espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25.
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