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RESUMO

Foram comparadas as tecnicas de contagem da microflora total de meso

filas (309C por 48 horas), psicr5filas (209¢ por 48 horas) e psicro
troficas (79C por 10 dias) da superficie e no total de sardinha {Rar

dinella aurita) e de camarao sete barbas {Ziphopenasus kroveri). As

avaliagoes do grau de contaminacao bacteriana das amostras conduzidas
as tres tempevaturas de incubacao mostraram contagens proximas, va

riando ligeiramente com s amostra de pescado ¢ a temperatura de incu

bagac das placas semeadas. Pela anilise das 697 culturas isoladas,
constatou-se a predominancia de bactérias em bastonetes Gram negati
vog, possivelmente Pseudomonas, Achromobacter e Flavobacterium, nas
amostras de sardinha nas tres temperaturas de incubacgan, e nas amos
tras de camaras houve predominincia de bactérias em cocos Gram nega
- tivos nas temperaturas de incubagao de 3000 & 209C e de  bastonetes
;Gram negativos a 790. Constatou-se, tambim, que 55,8% das cepas 180
ladas apresentavam propriedades iipolitica ef/ou proteoclitica. Obser

évau*se que somente 29,37 de microrgenismes isolados a 309C (contagem
de mestfilos) possuiam atividades proteclitics efou lipolitica a 79C.
éDentre os microvganismes isolados a 2090 {contagem de psicrdfilos),
239,&2 apresentaram essas propriedades a 790 e dagqueles isolados a
E?QC (contagenm de psicrotroficosy, 49%. Isso vem mosktrar que o metodo
épara a contagem de psicrotroficos £ cerca de duas vezes mals preciso
épara enumeragao das bactérias de importanciz A detevioragao de pesea
édas refrigerados, do que o metodo de contagem de mesofilos. A diferen
ég& de precisac entre os métodos para contagens de psicrofilos e de

- psicrotrdfices & de cerca de 20% sm favor do Gltimo,
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The technigues for the detevmination of wmesopt {48 hours at 309C)

psychrophilic (48 hours at 209€) and psychretrophic (10 days at 79C)
counts on the surface and in the total were compared with the samples

of .sardine (Sardinells aurita) and shrimp (Xiphopenszeuvs kroyeri). The

results obtained with those three different incubatian temperatures

showed equivalent counts varying slighetly among the samples and with

the incubation temperatures of plates. The morphological and
physiological chavacteristics were studied on 607 strains izsolated
from these samples. The predominance of Gram negative baciildi,

possibly Pssudomonas, Achromobacter and Flayobacterium, occurred in

the sardine samples at all three temperatures of incubation. Tn the
shrimp samples there was 2 predominance of Grem negative cocel among
the colony formed at the incubation femperatures of 309C and 209C,
and of Gram negative bacilli among those Fformed at 70C. Alseo, 55.8%
of the strains werc proteolytic and/for lipolyrie types. It was found
that only 29.3% of the microbes isolated at 309¢ (mesophilic count)

showed proteolytic and/or lipolytic properties at 79¢C. Amongst thosa

éisalated at 209C (psychrophilic count), 39.4% showed these
épraperties at 79C and those isolatad at 79¢C {psychrotrophic count)
2493 of positive strains. These results show that the method for
épsychrotrophic count is nearly twice as accurate as the method For

émasophilic count for the detection and enumeration of the bacteria
éimplicated in spoilage of fish and marine products stored under
érefrigezationa The difference in accuracy between thae mathod of
épsychrophilic count and psychrotrophis count was about 207 in  favor

of the last technique.



I. INTRODUGAD

Os peixes, moluscos e crustaceos vivem em meio smbiente que apresen
ta temperatura entre 159 a 209C & a microflora natural destas ani
mais & capaz de se desenvolver nesta faixa de temperatura. Assim na
caracterizagac do comportamento destes microrgzanismos em relacao a
temperatura otima de crescimenco & empragada a incubagao a remperatu
ra nessa faixa embora a maloria das espécies estudadas revele ire
quentes crescimentos abaixe de 159C e acima de 200C. Bstes sao conhe

cidos com ¢ nome de psicrofilos.

Varios foram os autores que conduziram seus experimentos na analise
da incidéncia de bactérias psicraofilas e o significado do Seu nimero
na csnservag%c de produtos marinhos (15, 45, 59). Em todos esses tra
balhos, a incubagao foi feita a 209C por cerca de 2 - 3 dias para a
sua contagem. A maioria das bactérias deste grupo pertence acs g%ng

ros Pseudomonag e Achromobacter. Entretanto, verificou-se gque a popu

lagac de bactérias psicrofilas determinada pelo método acima nac re

presentava a contagem de bactBrias, que sac realmente responsaveis
pela deterioragao dos produtos marinhos conservados a 1 ~ 290. As
contagens de Pseudomonas putrefaciens e de Pseudomonas fluorescens

aumentam mais rapida e proporcionalmente ao total das bactérias pei
crofilas. Essas espécies s3o as responsaveis pela deterioracao dos

produtos comservados no geélo.

Por outro lado, verificou-se gue a contagen de bactérias psicrotrdfi
cas no leite feita incubando-se a 79C por 10 dias (método padrao pa
ra psicrotrbficos no leite} era adeguada para defectar e enumerar as

bactarias responsaveis pela sua deterioragac aa geladeira (3).

Embora o termo psicrotrofico e & sua definicio, bem come o seu  uso
sejam bastante difundidos em lacticinios, na conservacao de produtos

marinhos sdao praticamente ignorados. Dal, um dos objetivos deste



trabalho foi verificar se essse méetode o adeguade pars contagem de
bactérias responsiaveis pela deterioragav do peixe e camaric,quando

conservadas no galo.

Save~se, tambem,gue no file de peixe deteriorado apds armazenamen=—

to a 29C por 10 dias, os micvorganismos Pseudomonas puirefaciens e

Pseudemonas fluorescens representam cerca de 40% da populacgao pre

sente (15). ZEntretanto, pouco se gabe a respelto das outras esp§
cies de bacterias que represeutam o restante dos 60%. FPor essa
tazao, achou-se opertuns verificar o comportamento das especies
que estao envelvidas no processo de detarioragao, dentre aguelas

que constituem a flara microbiana do pescado nuo nosso meilo.



I1. REVISAQ RIBLICGRAFICA

A. Microflora Natural do Pesecado

A microfliora do pescado varia em funcao do grau de contaminagao das
aguas que constituem seu “habitat®. Exceto nas regioes costeiras,que
pedem apresentar, por vezes, uma cuntaminag§0 fecal acentuada, a
agua do mar apresenta-se normalmente livre de bactdrias patogenicas
a0 homem, particularmente aquelas de origem intestinal, Nestas condi

coes, exceto pela presenga eventual de Clogstridium botulinum e de

Vibrio parahaemolyticus, a microflora natural do pescade nao contem

bactérias de importancia a sande publica (48).

A temperatura da agua tem grande influéncia na microflora natural do
pescado. Assim, em regices tropicais, em que a temperatura da agua
frequentemente ultrapassa 209C, ha a predominincia das meedfilas, ac
passo gque, em regioces de clima temperadeo ou frie, onde a temperatura
da agua raramente excede a 159C, ha uma grande predominincia de bac

térias psicrdofilas ou psicrotrdficas (26, 46).

Nos peixes, o0s microrganismos estac o¢m abundincia no muco superfi
cial, nas guelras e no trate intestinal (40). Peixes vivos e sadios,
apresentam—se normalmente livres de microrganismos nos tecidos muscy
lares internos. No muca supsrficial, as bactérias mais frequentes

sac as dos genevros Fseudomonas, Achremobacter, Micrococcus, Flavobac

terium, Corymnebacterium, Sarcina, Servaria, Yibrin e Bacillus (26).

Liston {(47), estudando &z micvofliora bacteriana de peixes no Pacifico

Norte, constatou a predominancia de Pewudomonas e Vibrio (66,3%),
alem de Achromobacter (6,5%), Flavobacterium (10,9%), Cytophaga

{2,2%Z) e Corynebacterium {5,4%).

Colwaell & Liston {31%) isclaram 220 culturas a partir de invertebhra

dos wmarinhos, observando a predominincia de bactérias em bastonetes



Grawm negativos dos generos Pseudomonss, Achromobacter e Flavobacte

rium. Newman ¢ colab. {(354) isolaram 433 culturaes do trato intestinal

de 33 amostras de peixe azul (Pomaromus saltatrixz) no litoral de

Long Island, EUA. Observaram a predominancia do Vibrio, Pseudomonas,

gntercbacterias e Achromobacter, seguido, em menor proporcao, de le

veduras, Flaveobacterium, Micrococcus e Bacillus.

o trato intestinmal de peixes, a microflora nio apresentou grandes

variagoes, excetn pela presengs de Clostridium, Escherichia ¢ outras
Enterobacteriaceae (28). Fato importante f£oi observado por Garcia e
Zaleski (27) que, a pavtir do déecimo dia de armazenamente a 1 ~ 200,
as bactérias intestinais Gram negativas am bacalhau apresentaram uma

tendencia para uma flora monogenerica de Vibrio ou Achromobacter.

A microflora natural de crusticeos (camarao, lagosta, etc.) & seme
lhante 2 dos peixes, com predominancia de bactérias em  bastonetes
Gram negativas dos géneros Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacte

rium e Alcaligenes {(26). Vanderzant & colab. (72) estudaram a micro

flora do camarao (Penacus azteus) observando a predominincia de bac

térias covineformes e Vibrio.

B. Deterioracac do Pescado durante o Armazenamento

0 teor proteico em peixes e moluscos varis de 3 a 187, sendo a wiosi
na, actima e albumina as principais proteinss presentres. As duas pri

meiras se combinam originando a actomiosinag nos musculos (10).

Segundo Betty e Gibbons (6), as transformacoes observadas no pescado
sao devidas a degradagaon autolitica, matabolismo dos microrganismos
presentes ou a agac simult@nea desses dois agentes. ¥m consequéneia,
ocorre a hidrdlise de proteiunas, resultando em substancias de bhaixo
péso molecular, come aminas, maercaptanas, indsl, aZcidos wolateis, i
trogeénio ete. Reay e Shewan (57), Hess (34} ¢ Tary (66) demonstra

ram que a deterioragac no peixe & causada por processocs complexos de



autdlise, oxidacao e arividade bacteriana, que se desencadeiam a par
tir da captura, morte o posterior asrmszensmento a haixa temperatura.
BDe acordo com Watanabe (6%), as transformacnes dac origem A odores
desagradaveis, flacidez coloragan alterada da carne, aparecimento
de um mucoe com viscosidade elevadse. Tais transformacoes variam em
fungao da sspecie do peixe, microflera prépria ou zontaminante, tem
po ¢ temparatura de armazenamento, use e tipo de preservativo no pes

cado em estado fresco.

Adams e colab. (1), estudando a microfliora de peixes deteriorados,

constataram a predominancia de Psesudomonag e Achromobacter, seguida

de Aeromonas, Aerobacter, ¥ibrio e Adcinetobacter come Gram negativas,

a0 lado de Micrococcus e Bacillus como Gram positivas, formando o

grupo de psicrofilas ou propriamente psicrotroficas. Shawan e colab.
(61} observaram a presenca de uma microflora ssmelhante em peixes de
teriorados, constatando um aumento progressivo da microflora acompa

nhapdo o processo de deterioracgdo.

Segundo Burgos e Cutting (18), os peixes frescos apresentar teocr da
trimetilamina (TMA) normalmente baizo, aumentando - progressivamente
durante a deterioragac, devido 2 reducac do oxido de trimetilamina
(OTMA) presente. Betty e Gibbons (6) deteccteram a trimerilamina em
misculo de bacalhau armazenado as temperaturas de 259, 1069 e 0,39C,
durante o periodo que val do "pre-rigor"” ao apargcimento dos primei
ros odores estranhos. Os autores constataram que, por ocasiae do apa
recimento de alteragoes no aroma, o teor de TMA atingia é6mg por 100g
de amostra. Labrie & colab. {41}, estudando o efeito de Nall om ex
trate de miGsculo de bacalhau, armazenade em temperaturas decrescen
tes de 219 a 109C, observaram que, guando a populacao bacteriana al
cangava 10 a 20 milhoes de microrganismos por mililitro de extrate

(10%Z de NaCl) originava-se a reducao do OTMA a THA,

Dyer e colab. (22) gstudaram os mecanismos de difusac das cetulas

 bacterianas em bacathau armazenado em gélo triturado. Observaranm que
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no inicio do processa de detarxoraggcg a microflors ficava restrita
40 trato intestinal. Em fases mais adiantadas os contaminantes atin
giam os misculos havends um consequente aumento no teor de TMA, pro
veniente da reducac do OTMA, segunide de difusio atraves da parede

intestinal.

Laycock e Regier (42) trabalhando com fi1&s de bacalhau armazenados
a 32C, efetuvaram isolsmento de psicrafilas, corralacionando com a

producac de THMA & presencga de Pseudomonas purrefaciensg e de bacté

rias corineformes. Em extratoe de bacalhau, usando tampoes de pH 3,4
a 6,0,Collins ¢ celab. (17) verificaram que na deterioragéo da amos
tra ocerreram duas mudangas resultantes da acac bacteriana: a primei
ra, redugao do OTMA a TMA scompanhada do decreéscimoe da capacidade do
tampasc e, a segunda, um aumento dests wesma capacidade devido a bhi

drolise de proteinas.

Durante ¢ processo de deterioragao inumeras alteragoes sao observa
das nas caracteristicas sensoriais do pescado, principalmente aroma.
Castell e Greenough (13} trabalhando com fili de bacalhau comgelado,

observaram que, devido a agao de Pssudomonas Fragi sobre proteinas

parcialmente hidreolizadas, resultavam produtos cowmo aminoicidos, HZS
etec. que produziam odores de vegetals fermentadas (alho, cebola,ete).
Castell e Greenough {(14), trabalbando com bacalhau, verificaram que
muitos dos odores carvacteristicos de deterioracas do pescado podiam
ser reproduzidos pela inocculagao, em filés estéreis, de culturas pu

ras de Pseudomonas e Achromopbacter.

Segundo Liston (48), 2 deterioragac de predutos marinhos e principal

mente causada pelos psicrotroficos Pseudomonas @ posgivelmente

Adehromobacter. 4s Pseudomonas participam na desaminagac oxidativa de

aminoacidos ¢ redugzo do OTMA.

-
-

Em peixes frescos, esses microrganismos tom grande influéncia na ati

vagao e producao de znzimas, principalmente das proteases e lipases,



resultande num aumento em bases volateis e acidos graxos. Quande a
deterioragao apresenta~se em elevado graw no pescado, a microflora
natural & acrescida de outras bacterias, normalmente por contamina
¢a0, que, além deo utilizarem as proteinas parcial ou tetalmente hi
drolizadas, utilizam, também, componentes nitvogenados nao proteicos
(NFN)}, dando origem a compostos com aromas de enxofre e de vegetais

fermentados.

£. Metodos Microbiclogicos no Exame de Pescado

45 caracteristicas da microflora natural do pescado e as condigoes
de armazenamento em balxas temperaturas, empregadas apos a captura,
limitam a microflora bacteriana capaz de causar a deterioracao. Os
estudos conduzidos por varios autoves tem demonstrados que particu
larmente bactérias das familias Pscudomenadaczas e Achromobacteria

ceae, alem de putros grupos (Acinetobacter e coliformes) estao envol

vidas no processo. Por isso, no exame mierobioldgico do pescado, mé
todos adequados devenm ser desenvolvidos, visando caracterizar a pre
senga das bactlérias desses generos, considerando-se principalmente
as caracteristicas de temperaturas ¢ pH mBximas, minimas e otimas de

crescimento e exigencias nutriciocaais.

A maioria dos livros de microbiclogia supere 309C como temperatura
maxima de crescimento para psicridfilas, peorém os trabalhos de

Ingraham {39} e Seleen = 8Stark (58) mostrarvam crescimento desse gru
pe de bacterias nas temperaturss de 400 ¢ 4200. Ja Bedford {73, es

tudando bacrévias pslersfilas isoladas de produtos marinhos, obser

vou crescimento atée 4590,

. ] . s e . . .
4 temperatura minimsz do crescimento de psicrbfilas caracteriza a mini

mz para crescimento de bactérias. As muitas citagoes e anilises em
peixes mostram essa temperatura minime variando de -109 a 59C. Hess
(38) estudando Pscsudowonas fluorescens, Flavobacterium deciduopsum e

Baeillus vyulgatus observou crescimentoe na faixa de ~109 a -6,59C.,




Castell e colab. (12) constataram crescimento de Pseudomonas pero

lews 2 tempsratura de 09C, isoladas de filés de camarso. A temperatu
ra de 392C foi usada por Lerke e colab. {(44) nas analises de extrato

de filés de peixe Farvaphrys vetullus, observande hom crescimento de

Flavobacterium, Pscudomonas ¢ Achromobacter, comprovando também gue

c8 dois primeiros generos foram responsaveis por 29% da deterioracgao
dos files. Colwell e Liston (18) confirmaram crescimente a 09C, com

predominancia de Pseudomonas, Vibrioc, Achromebactery e Flavebacterium

nas seguintes espécies de peixes Acanturus triostegus, Caranx ferdau,

Epinephalus merra, Siganus vrostrat ¢ Sphasna belleri.

A temperatura Otima de crescimento pode ser determinada em relacao a
velocidade de multiplicacao atingida por uma populagao bacteriana ou
a condigao qua se obtem o numero maximo de céiulas de uma determina
da cultura. A temperatura 6tima para produzir populagoes maximas sao
usualmente baixzas, em comparagﬁo com as usadas para a velocidade 6ti
ma de multiplicagao bacteriana (25, 29, 38) e em muitas bactérias es
sas temperaturas eram abaixo de 2090. 0 tempo nacessario paYa  uma

cultura atingir umz populacgac maxima a baixa temperatura e longo a

paquena & a variagao de populagoes maximas obtidas a varias tempera

turas. Green & Jazeski {29) observaram, em tres culturas de psiecrofi
tas um minimo de 1.347 horas para verificar o sparecimentoe de colo
nias a 59C e a populagao maxima atingida nosta temperstura nao ultra
passou o quintuple da populacac observada o 200C. Hess (36), estudan

dp Peseudomonas fluorescens isoladas de files de bacalhau, demonstrou

pars produzir a popula

f:

que essas pactérias necessitavam de 29 diz
cap maxima g 59C, a gqual atinglue o dobro de populacac maxima produzi
da a 209C. O use de ambos os critfrios de temperatura otima no estu
do de psicrofilas, terns~se impraticével na rotina e enumeragac desg

sas bact@rias.
A maioria dos autores usaram 209C, como temparatura otima de ecrescl

ments nas suas analises em pescado. Dentre cles destacam-se: Gibbons

{28), Shaw e Shewan {39), Dabevaere e Voerts (20}, Herbert e Haight

w33



(32), Heff e colab. (37), Dyer ¢ colak. (22), Bess (333 ¢ Hewman e
colab. (54). A temperatura de 259C foi usada por Castell {11}, Debe
vere e Voetts (20}, Liuzzo a colab. (49) & 289C por Vanderzant @

calab., {72},

¥a padronizagao do método para determinacho de psicrofilas, os micro
bidlogos do leite foram os gque mais contribuiram. Alfard {2) mostrou
que a maioria dos bacteriologos do leite usaram, por muito tempo co
mo meétodo padrao, a incubagaoc a2 39C por 7 dias, tendo o "Count agar
medium” como "stendard™. Observou, também, gque 28 investigadorves de

cutres produtos alimenticios usaram 11 diferentes meios 2 cultura o

10 diferentes periodos de imngcubacgac. ¢ "Srandard Methoed . for the
Examination of Dairy Products’™ (3) indica o perfodo de ineunbagao a

79C *+ 1 por 10 dias, para psicrotreficas. s métuodos, em sintese, po
dem ser divididos em dois tipes quanto a periodes de incubacio: ns

restritos, propostos para baixas temperaturas ¢ tempos curtos de in

cubagac & o8 pouco seletivos, para altas tempervraturas por longos
Lampos.

Qutros metodos para determinacao de bactérias psicrotroaficas e psi
crofilas basclaram-se nng meios de culturas seletivos, poY acharen

gue a determinacao do numeroc de bacterias pesicrotrnficas pelo matodo
padrao nao ser adeqguado pars andlise rotineira, devido ao periodo de
incubagﬁo por 10 dias sar excessivamenie lonpgoe {3). Levando-se en
censidaragaeg gue a maioria dos wmicrorganismes componesntes da flora
psicrofila ou peicsrvotrofics € predominantemente Gram negativa, aven
taram a possibilidade Jo uso de meios de cultura inibidores de bacté
rias Grawm positivas, possibilitando o crescimente mais rapido das
Gram negativas a temperaturas mals elevadas (209 a 209C por 2 a 3
dias). Elliker (24} sugeriu o agar "Violet-ved bile" (VRB) com perio
do de incubagao a 309C por 48 hovas, Druce e colab. {21) mostraran

que &§& colonias de Peseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium e Achrg

nobacter eram usualmente brancas e cresciam hbem a 309C por 20 a 24

horas de incubagao. Collinsg (16&) demenstrou, com sucesso, & GO



desse meiov de cultura a 259C por 48 horas na enumeraggo de Pzgeudomo

nas & glgumas especies de Bacillus. Cyllanberg o colab., (30 adicio

s
]

a a agar-lactate de amonieo. aumentando a selefi

Frad

naram cristal violet
vidade para Pseudomonas, Achromobacter & bacterias coli~aerogenes

- ’ - . - y o . -
com periodos de incubagao a 309C por 5 dias e 259¢C por 3 dias. O nb

wero de colonias formado neste titimo periocde de incubagao foi ben
menor gue no método padrac para psicrotrofices ne leite eru  ou pas
teurizado, sendo verificado o erescimentc de algumas bactérias Gram

positivas e inibigac de algumas Gram negativas.

Nos psicrbfilos estao incluidos o grupo de microrganismos gue produ
zem reagao alcalina em “Litmus milk™ ¢ apresentam, na sua maioria,
atividades proteoliticas, provocande unm sumento de alcalinidade. Szo
sensiveis a pH Bcido (70). Segundo Bomner o Harman (8) a velocidade
de crescimento de todos os psicrofilos isolados de gqueijos foi raduy
zida, quando submetides a pH 53,4. Long e Hammer (50} observaram que

Pseudomonas putrefaciens nao cresecia a pH 5,3 ou mais acido. Qs estu

dos efetuados por Parker e coelab. (35, 536} schre  Pseudomonas fragi,

Alcaligenes metalcaligenes e Fseundomonas viscosa mestraram que a pH

5,0 houve uma efetiva inibigao nss duss primeiras espécies e a Glti
wa desenvolveu vagarosamente a pH 4,1, Desta maneira o crescimento
de psicrofilas & progressivamente retardadno ne faixa de pH de 4,5 a
5,4. Nas anklises do pescado a maioria dos microbiGloges tem  usado
yma faixa de pH que varia de 6,8 a 7,3 como HAtima para crascimento

de psirvrofilos ou psicrotroficos (28, 237, 43, 59).
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ITI. MATERIALS E METODOS

A, Amostras

Foram examinadas 15 amostras de savdinha (Sardinella aurita) e 4 de

camarao gsete barbas {(Xiphopenaeus kroyeri}. A coleta dessas amostras

foi efetuada nes carros transportadores, vindas diretamente de San
tos, 5.P., e antes do descarregamento em frigorifico na cidade de
Campinas, 8.P. As amcostras foram colocadas em sacos plasticos {po

w e

tietilens ), medindo 25cm x i5c¢m ¢ acondicionadas numa caixa de "Iso
por™, contendo gelo moido, transportando~se imediatamente para o la
boratoric. 0 espago de tempo decorride entre a coleta de amostra e a

semeadurs em placas nunca ultrapassou n limite de 12 horas.

B. Determinacac de Microrganismos na Superficie das Amostras

1. As amostras intactas (sardinha ¢ camarao} foram colocadas em jar
ros com tampa rosqueavel, previamente esterilizados (1219C por 30 mi
nutos}) e rtarados. 4 seguly, adiclonou~se raldo nutriente com NaCl
3,5% (45) de forma a2 chter=-se diluigoes iniciais de 1:3 ou 1:10{(P/V).
As ammostras assim preparadas, foram submetidas 3 agitagao ( I ~ 2 mi
nutos) de forma a deslocar os microvganismes da superficie. As dilui

coes posteriores foram efetuadas com o material da fase 1iquida do

frasco.

A partivr de diferentes diluigoes, foram vetirados 0,6 ml e semeadas
nas superficies de placas contendo Agar Marvinho solidificade {(D,1 ml
por placa). A diepersszo do incculo sobre a superficie do meio de cul
tura foi feita cow o auxilio de vm espalhador de Drigalski. As pla
cas foram incubadas a 79C por 10 dias, e 20% o 309C por 48 horas. Pa
va cada temperatura de incubagao foram uvtilizadas semeaduras em du
plicata. As contagens foram efetuadas uzilizando-se uvm contador de

colbnias New Brunswick, madele C 100.
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C. Detevminacao de Microrganismecs no Total da Amostra

A contagem de microrganismos no total de amostras foi efetuada a par
tir dos frascos contendo amcstras para contagem superficial {453. As
amostras foram submetidas a uma desintegracdc em liguidificador {(Wa
lita) durante 1 - 2 minutos ¢ em seguida, wantidas em repouso por 5
~ 10 minutos para a sedimentagio das particulas maiores. 0 1iquido
sobrenadante foi utilizado no preparo das diluigoes posteriores. As
contagens foram efetuadas em Agar Marinho nas temperaturas de 79,

209 e 309C de forma identica a empragada nas amostras da superficie.

D. Constatacap de Microrganismos com Atividades Proteclitica e Lipo

litica.

A avaliagao do comportamento das bactérias com relagic As atividades
proteoliticas e lipoliticas foi feita utilizando-se a técnica da rée
plica de Lederberg e Lederberg (43). As matrizes foram selecionadas
dentre as placas de diferentes diluicoes e incubadas nas temperaty
ras de 79, 209 e 309C, Para isso foram escolhidas as placas com nime
ro de celonias nunca superior a2 15. Para cada temperatura de incuba
cao foi selecionads uma placa de amostra de superficie e uma no to

tal que satisfizessem as exigéncias acima.

& transferéncia pela técnica de réplica foi feita, utiiizando-sa ci
lindros de madeirs (10 cm de digmetro x 10 em de altura) recobertos
por pedagos de veludo estrerilizados (25 cm » 235 om) fixos por meio
de fics elasticos. Do csda placa matriz de Agar Marinho, foram fei
tas transferencias para 9 outras placas, vigando 2s seguintes obsor

vaAgOoes:

1. Arividade proteonlitica nas temperaturas de 79, 200 e 309C, utrili
zando~se placas contendo uma camada inferior de leits desnatado

solidificado e outra superior de Agar Marinho (643,

-
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, » 4 + -
2. Avividade lipolitica nas mesmas temperaturas, usando-se melo

"Tween Agar™ segundo Sierra (63).

3. Transferencia final para nuvas placas de Agar Marinho, visando as

segurar a eficizZncia do processo de réplicsa.

& avaliagao da maior ou mencr atividade de microrganismos foi efetus
da medindo-se o diametro do halo (em mm) de atividade protenlitica
{hale transparents no meio opaco, devido # hidrolise da caseina) ou
atividade lipolitica (halo opaco no meio clavo, devido a formagao de
sais de calcio a partir dos Acidos graxos livres). As atividades fo

raw aseim consideradas:

(~) = veacac negativa
{(+) = halo de 1 a 5 mm

f+4+3) = halo de & a 10 mm

Pt
s
+
‘1.
o
#

halo maior que 10 mm

1f

£. Caracteristicas Morfoldgicas Fisiclogicas de Culturas Iscladas

A partir das placas matrizes nas diferentss temperaturas de incuba
¢ap, foram isoladas um toral de 607 cepas, que, apes prévia observa
cao das atividades proteoiitica e lipoiitica pela teécnica de replica,
foram incubades em tubos de Agar Nutrviente com O,3% ¥alCl ¢ nantidas

a 79C para cavacterizacao.

Morfologia ~ O exame foi feito pelo preparo de laminas com coloragao
de Gram (33, & partir de culituras mantidos em Agay Huitrients com 0,5

7 WaCl e incubadas a 309C por 24 horas.

Pigmentos solovels - Observados pelo creseimento nos meios de King A
e B {23) seguido dr exame da cultura ne meio King B sob  lug ultrs
violeta {(Ultra Violet Products ¥ne., US4A) para detectar a pressnga

da pigmentos fluoresceniag.
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Motilidade - Foi observada pela picagen de culturas em tubos {(l6mm x
150mm) contendo Agar Marinhe semiscolido {0,3%2 sgar),. seguido de incy
bagao a 309C durante 24 - 48 hovas. As culturas imbveis apresentaranm
crescimento restrite & regiac da plcagem, ao passo que as moveis se

difundiam pelo meio.

Uxidage ~ O teste fol conduzido fuzendo-se um esfregaco da cultura
em papel de filtro impregnado com saluggo de dihidroclorete tetrame
til-p-fenilenodiamina (Kovacs, 1956), observando~-se a reacas durante
i3 segundos. Culturas oxidase positivas, tornam-se violeta BE5Cura,an

Pasgo gue as negativas nao se alteram.
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IV. RESULTADOS

Bezs tabelas seguintes, {(tabela de I a XVI) apregentam-se os resulta
dos obtides nos estudos realizados com 13 amostras ds sardinha (Sar

dinella aurita) e 4 de camarao sete harbas {(¥iphonenasus kroyeri) . Es

tac apresentadas as comparagoes entre os métodos da@ contagens comy
mente usados na pesqguisa de bactérias psicrifilas (2090 por &8  ho
ras) e mesofilas {300C por 48 horas) com o método padrac de analise
para psicrotroficas no leite (79C por 10 dias), com relaggo a conta
gens totais, morfologia desses grupos de bactérias da superficie 2

no total das amostras.

is pontagens de bactérias por grama de produto determinadas por incu
bagéo 48 temperaturas de 309, 208 ¢ 79C pstac apresentadas na tabela
T. & maior madia (1.0 x 10?) e g amostra de maior numero de bacté
rias (1,3 =% 108} da superficies das amostras de sardinha foram obti
das com incubaczo & 209C. Ja, em camarao, a maior média (6,0 x 106)
verificou~se a 79 e 2 amostrz de maior numero de bacterias (7,8 x
106) foi a 209C. No total das aumostras de sardinha, a maior madia
{3,0 = 187) s a2 amostra de maior ntmeroc de bactlrias (3,9 = 108) fo
ram obtidas a 209C e nas de camarao, & 790, sendo os valores respec
tivos de 1,1 x 10 e 2,5 x 107.

2

4. Caracteristicas Movrfolcgicas e Fisiolopicas das Bacterias Iscls

das

0 nuomero total de bactérias isocladas foi de 607, distribuide em 131,
103 e 95 culturas da superficie paraz 79, 109 & 90 no total das awmos
tras de sardinha e camarao, respectivamente nas temperaturas de incu
bacho de 309, 209 o 79C (tabelas IT 2 IV). 4s bectérias isoladas da
superficie de amostras (sardinha ¢ camarao) as temperaturas de ineny
bagao de 309, 209 e 79C aprerentaram, respectivamente, 58,8; 45,6 e

5§17 de bacterias em hastonetas. No total das amostras E88a8



porcentagens fovam 533;1: 55,1 e 61,1%. O restante £va om COCOS.

+

48 bacterias em bastonetes Gyam negativos foram encontradas &m

1l

maior porcentagem (44,3: 35,9

m

78,9% e 39.2; 51,4 ¢ 538,97, respecti
vamente, as amostras 4a superficie e no total incubadas as temperaty
ras de 309, 209 e 79C) & og bastonetes Gram positivos em menor por
centagem {(14,3:; 8.7 ¢ 2,1% e 13,9: 3,7 & 2.2%7 na mesma ordem ante

3 e 147 cepas isoladas

riorj. Denutre as 179, amostras de sar

da
dinha, respectivamente s tempersturas de 300, 209 e 79C, os walores
e porcentagens 45,37 (31 cepas}; 48,5%% (B4 cepas) e 70,4% (104 ce
pas) foram de bactirias em bastonetes Gram negativos para 12,87 (23
cepas)y: 20,22 (35 cepas) ¢ 153,57 (22 cepas) de cocos Gram nggativos.
J%, em camarao, das 31, 39 & 43 cepag isciadas na mesma ordem da tem
peraturas citada acima, estes valores foram de 25,87 (8 cepas) 25,67
{10 cepas) e 55,87 (24 cepas) de bactérias em bastonetes Gram negati
vos, para 67,7% {21 cepas); F1,7% {28 cepas) 2 44,172 (19 cepas) de

bacterias em cocos Gram negativos.

Na incubagac a 309C, a proporgaoc do bactérias em bastonetes Gram Do

sitivos pava aguelas om bastonetes Gram negatives Lol superior a 1:3

Ed . - - - ey - y
{unz superficie e ng total). Ja, com a iuncuhacao & 2090 essa propor
gro decrescew a 1:é nas amostras da superficic ¢ de 1:13 no total.

Ha incubagac a 790, apenas duas colonias eram de bactérias em basto
netes Gram positives, comparadas com 75 ¢ 53 de bactérizs ewm bastong
tes Gram negativos, respectivamente, as amnstras da superficie & =no

total.

i presenga de colonias de bacterias em cocos Sram positivos, tambem,

i

decresceu com o decréscime da temperatura de incubacao. Enguanto gue
a temperatura de incubacasc de 309 ¢, cerca de 227 das colonias eram
de bacterias em cocos Gram positives, a2 2090 ssse valor era de Z0% e
a 79C, de apenas 7,4 e 5,5%, vespectivamente, as amostras da superfi

cie & no tobsli.
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Com velagao as bactérias em cocos Oram negativos, a variagao da poT
centagem fol irregulay com vespeito a temperatura de incubacio. HNHas
amostras da superficie, sua porcentagem foi de 18,3; 34,0 e 11,67
respectivamente 88 temperaturas de 300, 20¢ & 79C. Nas amostras no to
tal, wssas porcentagens foram 25.3; 25,7 e 23,37 na mesma ordem da

temperstura de incubagao.

As tabelas de V a XIIY mostram os resultados dos testes de abividddes
lipolitica e proteolitica das bactorias isoladas a 309, 209 o  79¢.
Das 210 cepas de bscterias isoladas a 3090, 36 spresentaram apenas
atividade proteclitica, 23 apenas atividade lipolitica & 67 as ativi
dades lipolitica & proteolitica. Dessas 67 cepas com ambas as ativi
dades, 53 eram bacteérias em bastcnétes Grewm negatives (79%) e do res
tante 10 cepas evam ewm bastonetes Lvam positivos e 4 em cocos Gy am
positivos, Nenhuma das bactérias em cocos Gram negativoes apresentou
atividade proteciitica (rabela 1%}, Cerca de 407 das cepas (84 ce
pas} nao apreséentarsm nenhuma das atividades acima.

»

¥a maioria das cepas, a atividade pzutealitica era intansa a 389C e

moderada a 2080, Bomente zz ba rviss am bastonates Gram negativos e
uma em Gram pesitive apresentaram ztividade proteolitieca a 79C (tabe
ta ¥). Fato semelhante ocorres tambdm oo as capas possuidoras do
atividade lipolitica. Neste caso todas & somente as bactérias em bas
tonetes Graom negativos apresentaram atividades lipoliticas a 790 (ta
baela VI). )

Das cepas com atividedes proteciitica e lipolitica, essas atividades
foram intensas apenas a4 temperatura de 3090 e fracss a 209C na meio
ria dos casos, em se tratando de bactériazs em cocos  ou bastonetes

Gram positivos. Algumas cepas em bastonetes Sram positivos nao eres
ceram a 79C. As bectiérias em cocos Oram posifivas, embora rtenham f
mado eolonias, unao apresentaram nem atividade nreteolitica & nem
polirtica. Por outre lado, a maicoris das cenas em bastonetes Gram  ne

gativos apesentou atividades lipolitica & »reoteciitica nas tras

g -



temperaturas de incubagaoc, com ligeira tendEncia de ter maior ativi
. a4 - s - " . ] 4 *
dade lipolitica @ bailxas temperaturas e maior atividade nreoteclitics

a altas temperaturas {(tabela VII}.

‘Das 2i2 cepas do bacterias iscoladas a 209C, 23 spresentaram apenas a

atividade proteolitica, 25 apenas a atividads lipolitica e 72 as ati

vidades lipelitiea e proteolitica. Cerca de 4%% {104 cepas) nao apre
sentaram nem a atividade proteclitica e nem a atividade lipolitica

(tabela II1}. Excete as bactérias em hHastonetes Gram negativos e 3
das 11 cepas de bacteérias em cocos Gram positives gque apresentaryan
igual atividade nas tres temperaturas, a atividade proteolitica foi,
em geral, intenmsa a 309C, moderada a 2Z09C e nula a 79C (tabela vIII),.
& arividade lipelitica foi, no geral, mais intensa a baixas tempera
turas entre as bactérias em cocos e bastonetes Gram unegativeos e o in
verss mos cocos @ bastometes Gram positives (tabela IX). Das 72 ce
pas com atividades proteolitica e lipeiitica zpenas 2 eram em co0cCOS
Gram positivos & uma em bastonete Gram positive. £omo no taso das
bactérias isoladas a 309C, as bactériass Gram positivas apresentaram
as atividades apenas as temparaturas de 309 ¢ 209C. As bactérias em
bastonetes (Oram negativos apresentaram atividades proteolitica e 1%

politica wais intensas & 79C do que a 209 ou 300C {(tabela X).

Bentre as 185 cepas isoladas a 79C, 14 apresentaram apenas a atividg
de proteolitica, 18 ligolftica & 65 as erividades proteclirica = 1i
poiitica. Cerca de 43% (88 cepas) nac apresaentaram nenhuma dessas
atividades {(tabela IV). As bactériss om bastonstes ¢’ oy G ) poOs

suidoras de atividade proteclitica, aspresentaram a mesma intensidade
gl qualisquer das temperaturas testadas (309, 209 e 79C). As bacté
rias em cocos Gram positiveos apresentaram atividades mais intensas a
altas temperaturas {tabela XI}. No geral, as bactérias com atividade
lipolitice apresentaram maior intensidade quando incebaias a baixas
temperaturas (tabela XII). O mesmo ocorreu com as hactéerias possuido

ras de atividades proteclitica s lipoiitica {tabela XTIIL).



Ag tabelas de XIV & XVI mostram o8 resultados dos sstudes sobre moti

Xy

lidade e produgaoc de pigmente, oxidase ¢ fluorescencia das cepas iso

3

ladas as temperatuvas de 309, 20¢ o 79C. Tantc as bactérias em basto
netes Gram positivos como ag Gram negarives apresentaram a wmotilida
de na sua maloria. Das bacterias iszoladss a 30690, somente A cenas
das 30 em bastonetss Gram positivos apresentavam pigmentoes, Entre as
bactéerias em cocos Sram positives, 17 cepas das 47 ewaminadas apre

sentaram pigmentacoes (tabela XIV). Das bactériss em bastonetes Granm

_— + ~ . R - .
positivos ou cocos {6 ou € ¥ isnladas a Z09C ou a 79C nao foram oshser

vadas cepas com pigmentagao, exceto uma cepa d¢ bactéria em cocos iso
tada & 206C (rabelas ¥ e ¥VI). Dentra se bacterias em bastonetes

Gram negativos, cerca de 677 das cepas isoladas a 3IN0C, 657 dagualas

isoladas a 2090 e 517 fas isocladas a 79C apresentaram pigmentagoes.

Reagao de¢ oxidase positiva foi observada em %0% das cepas de bacte
riag em bastonetes Gram positivos & na maioria deos bastonetes o 20

cos Gram negativos. Ninhums bactéria em cocos Gram positives apresen
tou oxidase, & fluorescincis foi ohservada em apenas 12 cepas de bac
térias em bastonetes Oram negativos entrae ss 311 examinadas. NWac fol
obgervada a fluoveschacis em nenhuma outra classe morfologice de bag

térias.



TABELA I - Variagaes das contagens em numero de bactérias DOT grama em

19 amostras

: 15 sardinhas {Sardinella aurita) e 4 camaroes

sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri) em 3 temperaturas de in
cubagao.
Temperaturas de incubacio
Amostras 79C 209C : 30%C
mipima maxima wodia minime méxima média minims maxima media

. Sarxdinha
é{superf{cie) 3,6x104 lglxlﬁd 8983106 356x10¢ 1353108 lsﬁzlﬁx 335x10é 5,1x16? 533}:106
: Sardinha
(oo total) 5,0x10% 3,0x10% 2,9x107 8,0x10% 3,9x10% 3,0x107 6,0010% 2,1210% 2,210
- Camarao
(supersicie) 2,0x10° 1,5x107 6,0510% 1,4x10% 7,8x10% 4,0x10° 1,7x10° 7,5x10% 4,3x10°
. Camarao
é {no tetal) 14;5}{10é 295:{107 1, 12107 &,lxlﬁé ls?xlﬁ? 893x10ﬁ 2§9x106 131x107 6,?}:105
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TABELA 11 - Caracteristicas das bactérias de sardinha e Ccamaran, deter

minadas pela incubagac de 309C por 48 horas.

o
Cm
e
: =
Lo . (0w
Morfologia T +P+L +P-L +L=P -1-P
: o g
. W v
s B
i % o 4 3% A He % NS % e z
L] =0
5 +
Bastonetes G 8 19 14,5 & 4,6 5 3.8 1 0,8 7 5,3
: +
G T 13 13,49 4 5.0 1.3 1 1.3 5 6.3
Baétanetes ¢ 8 58 44,1 38 29,0 5 3,8 2.3 12 9,2
: T 31 39,2 15 19,0 10,1 3 3,8 5 £.3
Cocos ¢t s 300 22,9 4 3,0 8  &,9 2 1,6 15 11,4
| ¢t T 17 21,5 -~ -8 18,1 y 2,5 7 8,9
Cocos T s 26 18,3 - e e e 5 3,8 19 14,5
: T oor 20 25,0 - - - - 7,6 14 17,7
TOTAIS 131 45 36,6 19 14,5 11 8,4 53 40,4
| T 79 19 24,0 17 21,5 i2 15,2 S1 39,2
NOTAS { %) {8) Bacterias da supsrficie da amostra
{(?) BRactérias no totsl da amostra
(N} Wamers de colOnias
(#P+L) Baotérias com atividades proteciiticss = lipoliticas
{(+P~L} DBactérias protecliticas sem atvividades lipoliticas
(+L~P} Bacterias lipoliticas sem ativicades proteoliticas
(~1~P) Bacterias sem atividades lipoilticas e proteciiticas
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TABELA III - Caracteristicas das bactérias de sardinha e camarae, de
rerminadas pela incubagac de 209C por 48 horas.
of-t
Y +P4L. +P-L, +1,-P -L-P
Morfologia @ e '
: = oot
: & o6 5 5
& % Zedd i 19 % H % N A W A
Basﬁanetes G* B g 5.7 1 1,0 4 5,0 - - & 3.9
: 4+
| et T 4 3,7 - - - A T
Bastonetes G 8 38 36,9 23 22,5 5 4,8 - == 10 9,7
: G 7 56 51,4 34 1,z 2 1,8 4 3,7 16 14,7
5 + :
Coeas G 5 2 1,4 - - 1 1.8 1 1,86 19 18.4
: -+
T 21 19.3 2 2.0 i 10,1 - - - & 7,3
Cocos N 35 34,0 . - = === 11 10,7 26 23,3
| ¢ T 23 25,7 - - - ;e w5 4,6 23 211
Totﬁfis 103 24 23.3 10 9,7 i2 11,6 57 ¥5. 3
' T 109 36 23,3 13 11,9 13 11,9 47 421
NOTAS ( % ) (3} Bactdrias da superficie ds emostra
{7} Bacterias no total da amostra
() Numero de colomias
(+P+L) Bacterias com atividades proteoliticas e lipoliticas
(+9-~L) Bactérias proteoliticas sem stividedes lipollticas
(+L-P) Bacterias lipoiiticas sem atividades protecliticas
{-L~P) Bacterias sem atividades iipoliticas e proteoliticas

ar 2 2 -



PARFELA IV - Carazctoristicas oag bacterias de sardingha &

minsdas pele incubacas de 79C por 10 dias.

camarac, deter

Qg
: [
Morfologia ;¥ m +P+L +P-L, +1L-P ~L~P
| & R
§ . £Hd Z I A 2N T N A
Béstcnetas G+ 2 251 - - 1 .00 - - 1 1,0
| ¢t T 2 2,2 1 1,1 ~ - - - -1 1,1
Bastonctes G S 75 2,9 40 42,1 5 5.3 4 4,2 236 27,4
| G T 53 52,9 24 26,7 5 5,5 2 2,2 22 24,4
Cocos Yos 7 7,4 - - 1 1,0 - - 6 6,3
| A 5 5,5 - - 2 2.2 - - % 3,3
Cocos - 11 11,6 - - - - 3 3,1 8 84
| ¢ T 30 33,3 - - - ~ 9 1050 21 23,3
Totais 95 40 42,1 7 7.4 7 7.4 41 43,1
| T 90 25 27,8 7 7,8 11 12,2 47 52,2
Hotag: (*) {8) Bacterias da superficie da amostra
(T) Racterias no total da amostra
(8 Mumero de colbnias
(+P+1.} Bactérias com.atividades préteniiticas e lipoliticas
(+P~L) Bactarias protecliticas sem atividades lipoliticas
(+1-P) Bactérias lipoliticas sem atividades proteolivicas
(~i~P) Bactérias sem atividades lipoliticas e protecliticas
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TABELA ¥ - ¥Yari aj da atividade profeoliticd das bacterias isoladas a

3090 o diferentes temperaturss, doterminada pelo diametro

do halo formedo em torno das eonlonias .

Temperaturas de incubacao

eeC 209C 7

1. Bactérias da superficie da amostra
a) Bastonctes Cram positivos {3 cepas) A, + -
b b _ -
ik ++d ~
e + -
4 4 +
b} Bastonetes Gram negativos (5 cepas) =+ ++ b
++ 4 +
+ + ++
+ + ++
+ * s
¢} Cocos Gram positivos (9 cepas) Bk b -
g o -
ot ++ -
ot ke -
4k o -
o + -
S + -
++ + -
4 + -

2. Bacterias no total da amostra

a) Bastonetes Gram positives (1 cepad T " -
b) Bastonetes Grawm vegativos (8§ cepas) Fopet R -
b R -~
4 o -
+ + +
4 + +
+ + +
+ + +
x + -
¢) Cocos Sram positiwvos (8 cepas) bt o -
. ++ -
b + -
oot A -
dpd - -
e - -
4 - -
+ s -

otas: (~) Heacao negativa
(+) Dimemsszo do hale 1 a Smo
{(++} Dimensac do halo de 6.4 10mm
{+++} Dimenzac do halo maior gue 10mm
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TABELA VI - Variacav du avividade lipolitics das bactérias

309C » diferentes temperaturas, determinada pelo

do halc formado em torno das colonias.

igoladas a

diametro

Temperaturas de incubagzo

3G90 2090 720

1. Bactirias da sup.rficie da amostra
a} Basponetes Gram poaitives {1 cepa) + - -
b} Bastonetes Gram nogativos {3 copas) R b ERES
- bk Fip
+ 4 R
¢} Cocos Gram positivos {2 cepas) dote At -
o - -
4} Cocos Gram negativos {5 cepas) ek + -
B + -
+ + -
+ + -
+ - -_—

2. Bacterias no fotal da amostra

a) Bastonetes Gram positivos (1 capa) o Pt -
b) Bastonetes Gram negatives (3 cepas) o 4 e
+ R E
+ ot
e) Cocos Gram positivos (2 cepas) ++ - -
+ - ey
d) Cocos Gram negativos (6 cepas) A . -
4+ + -
* + -
.{.. P —
-+ - -
.§. - -

NOTAS: {~) ReagAn negativa

{(+} Dimenssc do halo de 1 a Sem
{++) Dimensan do hale de 5 a 1dme
(+++) Dimenszo do halo maior que l0mm



TABELA VII - Variﬁlﬁo das atividades proteoliticas e lipoliticas das
baaterifs a2 309C a diferentes temperaturas; determinada
pelo digmetro do hale formado em torme das colonias.

Atividade proteciiticn Atividade 1lipolitpica
Temperaturas de incubacao Temperaturas de incubagao
3090 2390 780 3490 MR 790
l.gﬂactérias da superficie da amostra
a}: Bastometes Gram positivos (6 cepas) +o+ T+ - bt At -
5 oo + - 4 - -
o + a0 i - : -
++ + 8C e - -
4 - - + - -
4 - s8¢ + - 3C
b} Bastonetes Gram negativos {38 cepag) +++ e b +++ +h et
; b o ke o e 4ot
+4F e ) e + ++
4t +4 +* +E + +
Gere e RS et gt Rk
e e e + + -
++ 4 e 4+ e Pt
++ e At ++ b bt
4 4 bt ++ b e
i+ ++ B ++ + o
e 4 ++ ++ ++ 4
ke N b et ++ ++
b +& + et ++ b
s o At % F+r e
g e s + ++ et
i 4 pans * 4 bt
Ea 4 e R 44 + b
o + e +4 o +At
o + + At s b
FRN + + 4 e g
++ + e + ++ FRS
4 + - FY 4 4
oo +A + St e ++4
- 4 - + R i ¥
b + + e + -
ook + + 4 + +
b 4+ 4 + A b
+ ++ ot -+ b i+
& ot . + bk e
+ s Ao + + e
+ 4 b + -t b
+ 4 +4 + ++ +++
+ b X -t - b
+ L= - i 4+ +44
+ e b + i R
+ - + + R e
+ + b + 4 o
+ o b + o -

,.-26-...



TABELA VII ~ continuagas

Atividade proteclitica Atividade lipolitica
Temperatures de incubagao Tempersturas de incubacao

3nec 2090 7ec 309C 209C 78C

¢) Cocos Grem positivos (4 cepas) bt "tk - + - -
5 ++4 % - + - -
++ + - ¥ + -

+ - - + & -

2. Bacterias no total da amostrs

a) Bastonetes Gram positivos (4 cepag) A4+ + - b - 50
: b > - R - aC
ot + - -+ - 30

R + - e -~ -

h) Bastonetes Gram negativos (l5cepas) +++ ++ ot A ++ .
: 44 +4 4+ 4 e 4
ek o - + - -

4 Ao +++ + e 4+

Fob -+ + + o R

+ ++ e e 4 b

o + e + - %

ke ey s b # -

. ke b ) e +

s R e + S +4

+ ot - + e +++

+ Ao e + e bt

+ b ) + e g

+ 4 S + e bt

+ + +h + e b

NOTAS:  (8C) Sem crescimento
: { ~} Reagao negariva
{ +) Dimensso do halo de 1 a dum
(++) Dimensao do halo de & a 10mm
{(+++) Dimensac do hale maior gue 10mm

mz?w



TABELA VIII - Variagao da atividade proteclitica das bacterias isoladas
a 200C a diferentes temperaturas, determinada pelo dizme

tre de hale formade em torne das colonias.

Temperaturas de incubagao

309¢ 209C 7eC
. - . .

1. Bacterias da superficle da smestra
2} Bastonetes Gram positivos (& cepas} . 4 b
e o -
e - -
S + -
b) Bastonetes Gram negativos (5 cepas) o ++ e
++ + ++
R + s
- + +
* ++ oo
¢} Locosg Gram positivos {1 cepsa) + + -

2. Bacrérias no total dz amostra

b} Bastonetas Gram negativos (2 cepas) ot ++ ++
— + o
2} Cocos Gram positives {11 cepas) e ++ ik
ok RS -
e Fodor -
+b + -
detde + -~
b 4+ -
ot + =
+ + +
+ + +
+ * -
+ + -

HOTAS: (=) Reagao nepativa
(+) Dimensaoc do halo de 1 a 5mm
{++) Dimensac do halo de 6 a 10mm
{(+++) Dimensac do halo maior gque 1Dum

...‘.28-—



TABELA IZ - Variacac da atividade 1ipolitica das bacterias isoladas a
2000 a diferventes temperatfuras, determinada pele dizmetro

do halo formado em torno das colonias.

Temperaturas de incubagas

3090 20%0C 79C

1, Bactérias da superficie da amostra
¢} Cocos Gram positivos (1 cepa) + + -
d} (ocos Gram negativos (11 cepas) ++ ++ b
++ ++ NS
+ o 4+
+ s ++
+ 4 b
* % op
+ + o
- + 4+
- + 4
- + +
- + 44

2. Bacteérias po total da amostra

a) Bastonetes Gram positivos (4 cepas) ++ * -
~ i + -
4 + -
+4 4 -
b} Rastonetes Gran negatives {4 cepas) 4t i ol
4+ + +
+ + +
+ + +
4} Cocos Gram negativos { 5 cepas) sG T e
4 o 44
+ ' 4 b
- + +
- + +

HOTAS: {8C) Bem crescimento
{ - ) Reagac negativa
{(+} Dimensao do halo de 1 a Smm
(++} Dimenszo do halo de 6 a 10w
(+++) Dimensac do halo maioxr que 10mm

..-.29...



TABELA X - Variagao das atividades proteoliticas e lipoliticas das bac
terias iscladas a 209C a diferentes temperaturas, determina

da  pelo dizmetre do halo formade em torno das colfnias.

Atividade proteclitica Avividade lipolitdca -
Temperaturas¢heincuba§50 Temperaturas de incubacac

30%C 20%C 79C  309C 209C 790

T ;e
1.:Bacterias da superficle da amostna

a). Bastonetes GYam positives (1 gepa) + % - - > .
b} Bastonetes Gram negativos ( 23

feepas) bt Aot b H+ 4 A

5 o b e i 4 4

++ o ot ++ ++ e

A ++ ad - + b

++ +g 4+ o ++ i

$+ +4 4 + b e

A + A + +t ok

ot 4+ N - 3 e

+ L by - + E

i dt Aok + s R

+ L At ks + e

+ - e b o i

* + o 5C ++ bk

+ + o 80 bt bt

+o & ¥ e + ++

e s & . + ke

+ + ok - + S

+ e S + + -

+ + e - + -

+ + 4 + + -

+ + + + + —

- + s - + +

- + - - b ek

2. Bacterias no total da amostra

b)éBastmnetes Gram negativos (34 ce-

‘pas} froforte b ot ++ g ++
: FIS +4 Y +& o i
I b kb + e .

N SN g et bbb ENS

++ o g i oo 4

o e E i ++ +5+

e R oo e e s

4 gb EN - 4 ot

g A F - . Foed

s s b - b T

ot s e e bk ek

e dog b 4 o ot

e b Fot + + oo

4 ps ot s + FRS
o Ny bk - + et

continua......



TABELA X ~ continuagao

Atividade proteolitica Atividade lipolitica

Temperaturas de incubagac Temperatdras de incubagao

306¢C 209C 7oc 309¢C 209¢ 79c
++ o +3b ++ 4+ ++
o A Bt gk b b
e Ao oot - ++ +
e e bt + 4 e

L + b -~ + ot
+4 ot Y + + -
+4 + e o ok N

+ 4 b 4+ A4+ Ao

+ + o + ot fod

+ + L LS A+ bk +++

+ - ot - b o

+ + + b +t bt

+ b Fid + + +

* Ao ++ + + ++

+ + 4 e et ot

+ > 4 e ++ ++

+ b + ot -+ ook

+ + b b ++ +

- + - + ++ ++

¢} Cocos Gram posirvives (2 cepas) ++ * - * * -
f e + - ke + +

NOTAS: (SC) Sem crescimente
: {~) Reagao negativa
{ +) Dimensac do halo de 1 a 5 mm
{++) Dimensac do hals de 6 a 10mm
(+++} Dimensac do halo maioy gque 1Ome

=3



TABELA XI - Variacdo da atividade proteclitica das bacterias iscladas
a 79C a diferentes temperaturaz, determinada pelo digmg

tro do hale formado em torno das colonias.

Temperaturas de incubagao

3090 2090 7e0

1. Bactéria da superficie da amostra
a) Beatonetes Gram positivos { 1 cepa) + + s
b) Bastonetes Gram negativas (5 cepas) K e ++
++ 4 4
4+ Er ++
+ + 4+
+ + +
¢} Cocos Gram positivos (1 cepa) b + +

2. Bacteriss no teital do amostra

b} Bastonetes Gram negativos (5 cepas) F+ + )
s + +
4 + +
+ * o
+ + £
¢)} Cocos Gram positivos (2 cepas) b o +
+ + +

NOTAS: {(-)= Reagac negativa
(+)= Dimonsac do halo de 1 a Smm
(++}= Dimensac do halo de $ a 10mm

{(+++)= Dimensao do halo maior gue 10mm

_324.«



TABELA XIT ~ Variagac da atividade lipolitica das bactérias isoladas a
79C a diferentes temperaturas, determinada pelo diZmerro

de hale formado em torno das colonizs.

spividade  Lipolitica
Temperaturss de incubagao

309¢ 2090 79C

1. Bacterias da superficie da amostra
b) Bastonetes Gram negativos {4 cepss) 4+t +t i
et - e
dele +g Rk b
- - +
d} Cocos Gram negatives {3 cepas) ot + ke
- ~ 4
~ + +

2. Bacterias no tetal da amostra

b} Bastonetes SGram pegativos (2 cepasg) R ok +
+ A ot
v - -
d) Cocos Gram megativos (9 cepas ) bt + +
e + 4
4 + +
- e bt
- + e
- + +
-~ - *
8¢ + At
+i + +

]

WOTAS: {30) Sem crescimento

{~) = Reacan negativa

{+3 = Dimensac &o halo de 1 a Smm
{++) = Dimensac do halo de 6 & 10mm
{(+++) = Dimenszc de halo maior que 10mm

m33«>



TABELA XIIL = Variagac das atividades protecliticas e lipoliticas das

bacterias isoladas a 79C = diferentes temperaturas, de
terminada pelo diametro do halo formado em torno das  ¢o
lonias. '

Atividade proreciitica Atividade lipolitica

Temperaturas de incubacao Temperaturas de incubagao

3nec 209C 790 309C 20ec 7ol

1. Ractérias da superficie da amostra
a}éﬁastanetes Gram positivos {40 cepas) +++ et bk b b+ Ao
f b e ot e e +++
+h+ i N o b
3 . e e b b o
o A e e A ot
ke oo ot ++ ++ ot
b —+ T s O At
ook e N = 4+ ot
o A b bt ++ ke
e ++ 4t b +++ Aot
e + R 4 e
e o ek 4+ 4o s
b ++ s - ++ bt
ok e At + + Aot
4 T b 4t b ;e
+ o 44 =+ ++ T
A b +4 e 4ok b
- ok 4 i e, et
++ ) - ++ 4 it
Ao + # ek b 4
o + “* e b ¥
$+ + b -+ Ak
-+ ot + A o+ bt
4 + + a4t ++ Ao
T ke o e o 4
++ i+ A + + 4
+ ++ o b o+t b
+ N Aok + 4+ b
+ + Y ot = b
+ + bt e 4 et
+ e + ke b e
+ + + s +i bk
+ £ b e
+ + o ++ bt +++
+ oo bt 2 ook ++
4 g e + Fas R
+ 4 b ++ ++ ot
* + 4 + + ++
+ + + - +4 T
# + - + ++ +

2. Bagctérias no toral da amostra

a} Bastopetes Gram positivos { 1 cepa}  +++ + + b - +

COntinUAzcacaccrncan
w3é‘~.



TABELA XIII ~ Continuagao

Atividade proteolitica

Temperaturas de incubagao

Atividade

lipolf&ica

Temperaturas de incubagao

30%C 208¢C 79C  309C 2090 79C

b} Bastonetes Gram negativos (24 cepas) +++ ++ 4t ++ +4+ e
? e 4o 4+ ++ b e
b o g b b e

bt + 4o -~ ++ 4+t

bt e ot + b ok

ot b bt o e ot

+ + o 4 ++ ot

o +4 . -+ b o

++ b S At ok o+t

b b e et 4t i

% S & b e + +++
o + s b ++ R

++ + ++ 4 b 4

++ 4 At b -+ ++

++ - Aot e + b

A e bt + * ++

e b T+ e ++ ++

+ b TR a - b

+ e A o+ 4 b

+ + o o ek b+

+ + b 5C ++ R

+ o+ b o +4 ot

+ + & + + et

- e bk - ++ +++

NGfAS: {80)
: {3
{(+})

{++)

{ e }

#

i

#

Sem cragcimento

Beagdc negativa

Dimensac do halo de 1 a Sum
Dimensac do halo de 6 a 10mm
Dimepsac do halo mainr que 10mm

3%
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TABELA XKIV - Cgractevisticas morfclogicas e fisioidgicas das bactérias

iscladas & partir de placas incubadas a 309¢ per &8 horas.

14]
o
: ';*: w
Morfologia fHram ¥ 9N Motilidade Pigmento Oxidase Fluores
: 93 golnvel cencia
N ‘
v (+) () (+3  {=} (+) {~) {+)} ()
g <
Bastonetes G 8 19 L8 1 15 6 13 =~ 19
: ¢t 11 5 6 ~ 11 5 &  ~- 11
Bastonetes G S 53 58 - 42 16 58 -~ 3 55
: R 31 28 3 18 13 28 3 29
: + . N - .
Cocos G 5 30 o - 13 17 ~m 30 - 30
| ¢t T 17 S & 13 -- 17 -~ 17
Cocos ¢ 8 24 - - 26195 - 24
: ¢ T 20 —— e - 200 14 6 “ 20
ﬁctas (%) (8} Bactérias da superficis da zmestryra {~) Reacaoc negativa
| {T} Bactérias no toital dz amostra (+) Reacac positiva

—3



TABELA XV -~ Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das bactérias

isoladas a partir da placas incubadas a 209C por 48 horas.

(£
d
ol
: = g
Morfologia Gram ¥ %%g Metilidade Pigmento Oxidase Fluores
5 a8 spluval céncia
2%
o B {(+) (=] (+) (=3 () (=Y {+) (-}
=
éBastonetes G+ 5 g 5 4 6 -
| S 4 31 e
: R 56 56 - 14 22 56 - 52
Cocos gt 3 2 e 1 20 == 21 - 21
| st T 21 pe e - 21 - 21 - 21
Cocos ¢ s 5 — ~ 35 29 8 - 35
| oo 28 R - 23 27 1 - 28
éﬂotas: (*3 () Bactérias da superficie da amostra {~} Reacgac negativa
{T) Baecterias mo total da amostra {+} Reacac positiva

w37m



TABELA ZVI - Carncteristicas morfoidgicas ¢ fisiolbgicas das bactérias

isoladas a partir de placas incubadas a 79C por 10 dias.

=R ]
o
g fﬁﬁ Motilidade Pigmento Oxidase Fluores
Morfologia Gram ¥ S8 solavel cencia
: %?g
@ {(+) (=3} (+y  {~) (%Y (=) (+) (=)
2w T
ol v
+
‘Bastonates G 5 2 - z - Z - 2 - Z
| oo 2 1 1 - 2 11 ~
Bastonetes © S 75 70 5 a4 41 75 - 174
E Ty 3 50 3 31 22 50 3 105
: +
Cogos & 3 7 R -— - 7 - 7 - 7
| R ¢ 5 e - 5 - 5 -5
Cocos g 8 11 o ST S SR 5 R - 11
| & T 20 - 56 21 9 - 30

Notas: (%) {S) Bactérias da superficie da amestra (-) Reagac negativa

(T} Bactérias no total da amostra {+) Reacac positiva

‘.38.-



A avaliagao do grau de contaminagac de bactérias da superficie e no
total das amostras de sardinha e camarsao conduzidas as temperaturas
de 309, 209 e 79C mostraram que os resultados variam com a espeécie

de peacado e a temperatura de incubagﬁa dags placas semeadas.

As contagens variaram antre 104 a lﬁgfg em sardinha e 106 a lO?fg am
pamarac. O numero de bactorias viiveis em mesofilas contadag a 3090
foi pouco mencr gue as psicrofilas e psicrotréficas contadas a  209C
ou 79(. Esses dados estao de acerde com as conclusoces de Castell e
colab. (12) que usaram 28 temperaturas de 29C por 14 dias, 79G por
7 dias, 259 por 3 dias e 37%9¢ por 2 dilas para ceontagem de bactérias
em musculos de bacalhau. Observaram que as variagoes ds contagens
eram proporcionais e proximas guendo incubadas 4s temperaturas de
79¢, 259C e 379C. A contagem feite a 29C era semprs menor que as ob
tidas nas tres outras remperaturas. E gque quando as contagens inid
ciais alecancaram valores aproximados de lﬂﬁfg o teor de trimetilami
na nas amostras armazenadas a 09¢ por & dias foli slevade (trimetilg
mina em torno de 89 mg/100 g da amostra), influinde assim na qualida
de do produto. Sbhservaram, também, gque ag contagens a 37%C nao ti
nham valores estimativos para as amostras armazenadas a 09C. Ho pra
sente trabalho, as contagens de mesdfilas um tanto elevadas poderao
ser de uma contaminagio na superficie das amostras pelo acréscimo de
bacterias dos egquipamentos de pesca, do harce, do manuseio em condi
coes precarias de higlene ou, tambom, pela temperatura do mar um tan

L - a . -
ro elevada, comparada com as do Facifico Norte {31Y.

0 grau de contaminagac microbiana do pescado depende meito da  quali
dade desse produto com respeito a capacidads de armazenagen. Segundo
Jay (40) durante o armarsenamento pov congelagan ocorre O asegulinte:
1} a mortalidade inicisl acentuada gue varia com as especiss BLCTO

pianas; 2) a proporcao de sobreviventss e praticamente dependente da

.—39«.



velocidade de congelagao; 3) células viaveis imediatamente apdg &

congelagro morrem gradualmente durante o armazenamentos; &) B essa
destruicac & mals acentusade em temperaturas Pouco ahaixe da 0%C @
cormalmente lenta abaizo de -20%2C. Os alimentos narinhos congalados

. . T - . .

com contagens infariores a 10 microrg./ml sac aceites pelas autorl
y P : N

dades de saude publica, contagens do ate 1U Jmi sas aceltos em condl
gaes de um uso imediatn so congelamento, porem, contagens superiores

a lﬁ /ml saoc rejeirvados.

A ocorrencia um tanto acentuada de bacterias em cocos Gram negativos

possivelmente Morgxells e Acinetobacter, na microflora de superficie

e no total das amostras de sardisha ¢ camarao @ particularmente inte
ressante ser destacada. Os experimentos de Keorriseon e Lea (31) com

camarao do Pacifico Worte (Pandalus jordani), Shiflett e colab. {62)

com crustaceos e Shewan (60} com peixes do mar do Norte confirmam sg
rem essas bactaérias de ccorrveéncia muito comum em alimentos de origem
marinha. Esses coco-bacilos Gram negativos foram inicialimente clas

sificados como Achromobacter. Shaw e Shewan {(3%) reclassificaram es

te grupo como Moroxella. Thornley (67, 68) propous =& designagao de

Acinetobacter, gue foram a #egniy complementados pelos trabalhos dea

Rauman e colab. (&, S)ienominando de Moroxslia as papecies citocromo

~oxidase positiva e Aoinetobacter, 2 ne ativa. Mo presente trabalho,

verificou-se uma predominancia de Moroxella em relagao a Acinetobac

ter wpas tres tempervaturas de incubacno usadas para isolamento de

bactdrias da superficie e no tetal das amostras. Alem Aisso, houve
uma predomindncia de bactirias em bastonetes Gram negatives em rela
gao as em cocos Gran negativoes nas amostras de sardinha nas tras tem
peraturas de incubacao (309, 209 e 790) o a 79C nas amostras de cama
rAao. Nas tewmperaturas de iucuba wcao de 309 ¢ 2090, & predominancia
fai de bact3rias em forma de cocos Gram negativos en relagae as em

bastonetes Gram negativos uas amostras iz camarao. Essas ohservagoes

estac de acordo com o8 estudos agferuadns por B ifiett & colab. (612)
que comprovaram & vistencia de Acinetobacter & Meorozella em crug
taceos, enduanto en peixe Pseudomonas 2 f&uromofacta“ foram mais




*

frequentes. Em pelxes @ crustdceos a presencga de Achromobacter, M

il

CYgeoocus o covineformes & comum, ¢ variagoes na predominﬁncia pade

rao ocorrer em fungac de fatores como: temperatura ambilente, condi
¢oes de captura, eguipamentos, diferengas nas cspécies do pescado
ato.

Comumente todas as bactérias com caractevisticsns da familia Achromo
bacteriaceae e pigmentos amarelos szo clessificadas como Flavobac
terium. Porem, Shewan (60}, em estudos recentes, comprovou a diversi
dad & want loras da &+C i itnsina)

dade no genero guantc acs valores da guanina e ¢itosina}, mos
trando gue muitas destas bactérias repreésentam o genero Cytophaga.Se
gundo o Manual de Bergey (9) e a classificagac de Skerman (65) a di

ferenciacgao entre Achromobacter e Alcaligenes & muitas vezes dificul

tada por deficiSncia de dados na coumprovagao ¢e suas cavacteristicas.
Dessa forma, a caracterizacac da microflora psicrotrdfica de peixes
¢ alimentos marinhos depende principalmente da metodologia utilizada

pelos pesquisadores. Todas as bactérias desses generos (Pseudomonas,

Achrompobacter, Flavobacterium e Alczligenes) estao englcbadas no gru

po das bactérias em bastonetes Grawm negativos. Dos 427, 44% e 697
gue ceonstituem esse grupo nos ensaloes conduzidos a 309, 209 =& 79C,

respectivamente, esses génevos devem constituir a sua maioria. Alewm

[

disso, as coli-aerbgenes e outras anterocbactérias devem estar inclui

das em certa porcentagem, principalmente nacquelas isoladas a 309C.
Entretanto, essa porcentagem unag deve s2v muite elevada uma vez que
as propergoas das bactarias com as propriedades iipoliticas e proteo
1iticas foram bastante proximas entre as populagoes desse grupo de
Bactérias isoladas a 790, 200C e 309¢0. {(em porcentual: 507, 593 e
60%, respectivamente). Além dieso, a maior prepergao de bascterias em
forma de bastonetes produtoras de pigmentos apresentadas as culturas
isoladas a 300C ¢ 209C ¢m compracgac com aquelas iscladas a 79C (8677,
557 e 51%, respectivamente) vem mostrar gue as tempevaturas elevadas

ha malor tendéncia & isclamento de Pseudononas mesofilas.

Ls bactérias em bastonetes Gram positivos e em cocos fram posgitivoes

roteolliticns apregsentam proteclise mais intensz na temparatura de
B



incubagao de 309C do que & 209C ou 79C. ¥sta chsarvacao concorda com
es resultados de diversos pesquisadores, entre sles Vanderzant (71)
e Hurley e wolab. (38), o0s guais comprovaram ol &uas investigagaes
um gumento da atividade protectiitica de bactiriss vom aumente da tem
peratura. Eutretanto, as bactérias em bastonetes (vam negativos apre
sentaram atividades protecliticas quase iguals ou as vezes mals in

tensa a 790, comparadas com temperaturas mais elevadas.

A detecgao de microrganismos proteoliticos em produtos de origem na
rinha e de real importancia nas avaliagoes do tempe provavel de arma
zenamento e das técnicas de processamento (45%). A ocorréncia e parti
cipagao no processo de deterioracaoc destes produtos foram demonstra
das em varios trabalhos, dentre eles Liston (463, Shewan (60) 2
Shaw - & Shewan (59), o5 quals dao grande importancia a ocorréncia de
bacterias em forma de bastonetes Gram negativos, destacando-se as

Pseudomonsas.

Ho estudo das bactérias lipoliticas, a atividade lipolitica das bag
térias em bastonetes Gram negativos fol mals acentuada na temperaty
ra da 79C do gque a 3090 ou 2090, Hashif & ¥Helson (52, 533) usando

Pseudomonas fragi em seus estudos demonstraram qgque a lipase 2 prafe

rentemente produzida 3 baixa temperatura & due uma vez produzida tem
uma temperatura otima de atividade de 40%C. 0Os outros tipos morfold
gicos apresentaram s atividades lipoliticas iguais ou mais intensas

2 temperaturas slevadas.

0s coces Gram megativos possivelmente Meromella com atividade lipeli
tica esgtac relacionados no.processo de deterioracgao do pescado. Em

moluscos, Herbaert ¢ colab. (33) indicaram este tipo de bactéria, co

mo responsavel pela producac de odores estranhos e Shaw e Shewan
(39) demonstraram que Moroxells produzias elevagﬁc no pH &, também,
odores alterados em produtos marinhos. F dimportapnte lembrar gue co
cos Gram negetivoes isclados & 79C cu a 2090 em prepriedades 1lipoll

O

ticas diferentes dagqueles isclades a 3090, Aguelas iscladas a



remperaturas baixas possuem atividade lipglitica mais intensa ou pe
o menos igual 8 temperatura de 79C comparada com a de 309C, ao pap
soc que aquelas isoladas a 30%C 80 possuem atividade lipolitica a tem

peraturas superiores a 209C.

riazs em bhastonetes

=0

¢ as haptbe

;*..

Pelos dados da literstura, concluil-se i

iram negativos pessuidoras de atividades proteclitica, lipolitica e
o . . T . - . -

proteciitica ¢ lipolitica sac as principails res sponsaveis pela deterig

racao do pescado & outros produtos marinhes durente o manuselis @ ay

meazenamente em camaras frigovificas ou em gdlo (09 a 29C). Al dis

0, 08 cocos Gram negatives com atividade lipoiitica desempenham  pa
pel de relativa importancia na deterioracac do pescado. Das 185 ce

-

nas isoladas a 79C cerca de 9% eram de bhacterias em bastonetes Gram
negativos e 227 de ba cterias em cocos Gram negatives. Dentre esses,
547 possuiam atividades proteciitica e/fou lip ftica. Dessa forma,

1
¢ pertencem 80 grupe

»OC}

ohserva-se que 497 das bactérias iscladas a
das bactirias importantes na deteriora ¢caop de pescado conservado - A
remperaturas de 09 a 209C. Ja & tempevatura de 209C, porcentagen de
bactariasg em bastonestes Gram negativos lscladas fol de 447 e da co
cos Gram negativos de 29%. Desses,; a proporcan de hactarias com ati
vidade protaolitica e/fou 1ipolitica Foi de 54K, Assim, apenas 36,47
das bactérias isoladas a 209C eram do grups de importancia wna dete

rioragac de pascado refrigerado.

Aplicande ¢ mesno racicoinio observou~ss, (u?
ianiadas a 309C, 42% forawm em bastonetes (ranm negativos, 21%
cos CGram negatives e apresentaram 527 de cepag com atividades proteg
1Ttica efou tipoiitica. Desta forma, mals de 387 das culturas isola
das parecem ser de importancia na deterioracas de pescadas refrigera
dos. Entretanto, esse valor esta super~avaliado porgue nen todas as
cepas isoladas a 3090 sac protecliticas ocu lipelitiess a baixes tem
peraturas. Assim, das 72 cepas de bactorias em bastonstes Gram nega
tivos com atividades protenlitices ou iipoliticas, somente 64 wmanti

varam essag atividades a 79C.

wég-_



Das 1% culturas em coces Gram negativos isoladas a 309C com ativida
de lipoiitica nenhunma manteve essa atividade a 79C. Dessa forma a
temperatura de F79C, apenas 487 apresentaram atividades proteclitica
efou lipolitica (em compavacao com 63% a 309C), Assim, =zpenas 29,3%
das cepas isoladas a 300C seriam Jde impovtdancie z dererioragac do

pegscado refvigerado.

Finaligando, cbsarva~se gue cerca da metade das hactérias enumeradas

pelo métedo padrac para psicrotroficos aplicads a pescado @ consti
tuida de bactérias de importancia a deterioragac do pescado. Essa
porcentagem diminui com a elevagao de temperatura de incubagao, ob

repndo~-sa valores inferiores a 1/3 & temparatura de 309C. O matndo pa
drFo pars psicrotroficos & bastante demeorado e trabalhoso nao sendo
adequado para aplicagido de votina. Talvez o cmprego de temperatura
zo redor de 209C para incubagao das placas e com uso de agentes ini
bidores de bacteriss Gram positivos venha resolver, em parte, o Ppro

lema do tampo.
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APEMDICE

I. MELIOS DE CULTURA

CALDO NUTRIENTE 0,5% CLORETO DE SODIO

Composigao

EXELALO @€ CATME.roscsrarcovenvansonsaoneansessavrvaene 3,08
PEPLODAensonoroasnsssconsonssnsaasnssosavasssssransspsse 53,0g
£107eL0 48 SOUi0cscrvrarnnsesasssonscsossasossnsessaces 2,08
Agua destilada..cosvrascancosaorsnsscnnsrsnsssaiosceses 1.000 mg
pE ~ 6,8

Preparo

Todos os ingrediesnces sao misturades e aguecidos ate a dissolu
gao total, distribuidos em frascos de Erienmeyer com capacidade
para 1.000m1 (520 =l aproximadamente por frasca), autoclavados

a 1219C duranitae 13 minutos.
AGAR-MARINHOC

Composicao

PEpPEONAs s v savococoesascsossaascnusassosaosarvasscnasos 5,0 g
Extrateo de 1evedUl i, oo s oo easonnsnsacooonassssssssossas 1.0 g
CIErato e FeITOreeeaseracenovenscronncnssonasossonnsss Dl 8
Cloreto de 805Dy v comoseaososeassinssnsssnacscrnnssnany 19,45¢
Ricabornats de $0050c.useassasiveccveannasonarsssnconss Us1B08

K eido BDOTLEO0. e e e o enerscnunnsosnnsnonensoscnesssssuee D3022 8

ge

G511CAE0 A8 BO710s cneosusanssasascrsnoacesaasasonassass 05008

m5({rw



CloXYeto (B MAEDEEL0.cseiooroncoonaancronsascsanannsernas H,8 g

Sulfato de 50000, 0.0t o v nencacsaanrscacsoacusscenannansas 3,248

Clorelo dé CAI0LlO e ar v susssnssuinossssncsavarcassnsnns 1,8 8

Cloreto d6 POLASSL 0o reevoonrnniavonnocoonvenonsnas-ssra ;952

Clorato deé @8Cr0nCiO . acns oo rvincansoncscoronsansease U,034g

Brometo Jf POLASSIU.vwsosvooosscssraonssacacanecsansrasasns U,08g

Fluoreto 9¢ 80010, eececovanssenoanansonssnassesvssacss 0,0024g

o

Nitrato de BMODLO. cveooaversasscsasannsnsonssvaenscsavs. 3,0010g

FosfatoéisaadiconD{ll9230lv1d‘ﬁx!ﬂﬁ&t?.bﬁﬂ'nﬂﬁdlﬂ-wﬁ‘?‘ 09008%

&
xﬁga—r.g.ao.apnanuononusu-vcnaauuoaa»»»&aebaosnscgsnw‘oqw 15%

Agua destiladd. eonsscssvsanaorcsansrnscssansssnnnss L.000 ml

pH ~ 6.8

Pregara

Divide=~se o0s ingrodientes em duas partes:

a) A primeira, compesta dos seguintes seis: cloretos de magnésio,

3

caleio, potassio, fluorets de sddio, niirato de amonic e fog
fato dissodico; dissolver estes ingredientes em 600 ml de
1

Bgua destiladas & colocar em frascoes de Erlemmeyexr de 2.000 mi.

A segunda, composta dos ingredientes restantes sao misturados

{ssolver totalmente o agar, distribuilry em

[»9
o

e aquecidos ata

frascos (400 ml por frasco Erlenmeyer de 1.000 ml). A primei

i)

ra partsa comoe segunda sao autcclavadas separadamente a
1219C por 15 minutes, misturando-se as partes pouco antes de

colocar em placas de Petri a 459C.

AGAR LEITE - AGAR MaRIHNHO

Composicao

Teltbte Cesnaladte v er oot seissosnossnaentssssecsosnnsiusosnrs

AP BT e s nsesaveaanesncrsnsessscnansscetacssonsasanbonsss

Egua destilada...oveomoanocoaascrssocssssnssoessoonans

20 g
15 g
1.000 mi

pH - &,8



3.2, Preparo

Praparar uma solugao 20% de leite desnatado, num Exrlenmeyer pre
viamente tarado, pesar 20 g do laite & completar para 100 g com
agua destilads. O restante da agua & utilizada na preparacgac do
agar simples {(108). As duas porgoes do meio (solugao 20% de lei
te desnatado e agar simples) saoc estorilizados separadamente a
2 1219C per 13 minutos, misturande-se assepticamente pouco antes
de colpcar em placas de Petri a 459C (10cc do meio por placal.
Apbs a solidificacac desta por resfriamento a temperatura ambien
te, & colocada uma camada de agar-marinho (5 cc), previamente ay

topizvado a 1219C per 15 minutes o mantido a 459C.

s}
o

AGAR~TWEEN

Composicao

PopPLOT e n oo v eursnnoasaosnsrssosassasossctonssanssosssssos 10 g
- o
CTOTeto G SOAL0..oovssirssasasassrcaessaavocnnssssancsss D B
- "
Cloreto 68 CRICLO . o csnansnsasces s asnasanetnsassaos ks 0,1 g
gt B0 s o e e ae o ansonanceraoananrsecnansoasaseroasonarass 10 ml

AEBT o v o asonasasesensostsaiaoatossrsssruascrsesoonssensens i5% g

£11AA 58 . 2 s o uasos s s e e araeacabs st o ta a0y 1.000 ml

Pregarc

Misturar € aquecer os ingredianteg, com excag§o do Tween 80, ate
a dissalugﬁo total do agar, distribuir em frascos de Erlenmever
de 1.000 ml (590 ml por frasco), auntoeclavar = 12190 por 15 minn
tos.0 Tween 20 (Polioxietileno sorbitan mono~oleato) colacado em
am tubo de ensaic & autoclavads também & 12194 por 15 minutos, e
misturado aocs outrof ingredientes a 459C, pouco antes de colocar

em placas de Petri (15 cc do meio peor placa).

.,..»56..



KING A

Composlicgao

o 2
B BDEOMS s« v vs e eosseanoninsoensneaniossssessnonaesnseesss 20 g

Gl ET Ol . . s smeosssasscosscnonasosennansonasarenasassas L ml
Cloreto e MAZNESLi0. .0 caesoaorsncotansasnsucsonosonnsss 1,4 g

Guilfato de PoOlLASSIC . . iesensasssrsatsnsssscrosucnosneass 10 g
A AT « s v e v s naveansarssas et tanacrssonssranracbesen ey i5 gz
Bgua destilada. . cessenecrassnessoncascotasonasonnnees 1,000 ol

pH - 6,8

Freparo

08 compouentes sno misturados e aquecidos atz dissolver o agar
couplaetamente, distribuir em tubos de ensaio (10 ml aproximada
mente por tubo), esterilizar a 121%C por 15 minutos. Em seguida,
inelinar os tubos de medo a formar um angulc de aproximadamente

306 & deigar em Yepouso ate que ¢ mein solidifique totalmente.
KING B

Composican

Protensse pepltong o T R T AU AL N SRR L AL L 20 g
15 CEL O s e rnuonorsansnecasoranostontonenasroueseesens 10 wl
Fosfato de potissio d4ibasicocss s ecnranvoscnnaeanrsen 1,5g
Sulfato de MARNGSLO.esaceaascansraerooaaasarstosssers 1,58
AGAT voevvavencroasansosoeossnusuaasonnessronssssssbenes 15 g
Kgua destilada,oeersssroannraranoosoasoocnsrseraeos e 1.000 ml
pHE - 6,8




?ragaro

Dissolver completsmente todos os iugredientes, distribuir em tu
bos de ensaic (1D ml aproximadamante por tudo)} e auwtoclavar &
1219C por 15 minutos. Em seguida, inclipar o ftubo como no meio

de cultura numeroc 5.

24
[l
gt

AGAR NUTRIENTE 0.5Z Ne

Composicao

BT AE0 A€ COTNE v esascenrvocnscnsocsnsonoocansnssassve 3 8

YPepto 5
PDLOMA . v an e v naonnesrosncnsassssesnosnsonasssastnsunssass g
1 gt

" Toreto 48 S081 0. 0. cecanvesonnosasssroesvsonossrass s 5 g

A BT o e navonsssoneressosssnssssvossatssasnssesxansasases 15 g

- 2

Bpua d4estiladd..ccsuesonnavasavocrsasnaasconorssansas 1.000 mi

pH ~ 6,8

Prepara

Dissolver todos 0s ingredientes complekamente, por aguecimento,

distribuir aproximadaments 10 ml em caeda tubo de engailo {16
150 wmm}, esterilizar a 1219C poxr 15 minutos. Em seguida, incli

nar os tuboes como no melio de culiura numerc 5.

AGAR MARINHCG MODIFLCADO

Composicao

O0s mesmos ingredisntes do meio nimeroe 2, veduzindo a guantidade

de agar de 15 para 3 gramas por 1.000 ml dg meio de cultura.

Preparc

Dividir os ingredientes em duss partes:

._.58-—



a)

b)

4 primeira, composta dos seguintes saiss cloretos de walcio,

magnesio e potassio, fluoreto de shdic, mitrato de amonio 2
fosfaro dissodico; dissolver astes componentes am 6§00 ml de

agua destilada.

A segunda, toRpGsta dos ingredientes vestantes, 530 mistura
dos em 400 ml de agua destilada € sgquecidos até dissolver o
tsimente o agar. Adiciona-se 2 primeira parte do meio de cul
tura, distribui~-se enm tubos d¢e ensaio {16 = 150 mm) , @ auLo
clava~se a 1219C por 15 minutos, deixando com repouso a tempPg

ratura smbiente, na posigao perpendicular até a solidificagaoc.
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