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I- INTRODUCAO

O presente trabalho refere-se a um estudo realizado no Servigo de Microbiologia
da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

O produto escolhido para analise foi o rissol pronto a ser consumido. Esta op¢do
foi tomada em virtude de este alimento ser bastante procurado nos estabelecimentos da
cidade do Porto, de ser um produto que carece de muito manuseamento, e ainda, devido
ao facto de nfo ser do conhecimento geral o nivel de salubridade que este tipo de produto

apresenta.

Como ¢ sabido, quando ndo sdo cumpridas as mais elementares regras de higiene
no manuseamento e na conservagdo dos produtos alimentares, estes podem tornar-se
perigosos, visto que, se contaminados, € facil a proliferagdo dos microrganismos (3).

Apesar do progresso da ciéncia e‘ da tecnologia, a contaminag@o bacteriana dos
alimentos é, hoje em dia, um dos maiores problemas de sadde mundial. As toxi-infecgdes
alimentares sdo talvez o maior problema de sadde no mundo contempordneo € uma
importante causa na redugdo da produtividade econémica. No entanto, s6 uma pequena
percentagem dos casos chega ao conhecimento dos servigos de saude e ainda menos € o

ntimero de casos investigados. Mesmo assim, os dados disponiveis indicam que toxi-

infecgBes alimentares estdo a aumentar no mundo inteiro (5).




Dado este conjunto de factores, parece-me ser oportuna a realizagdo .de um

trabalho com estas caracteristicas .

II - OBJECTIVOS

A qualidade do alimento ¢ influenciada por multiplos factores, entre os quais a
higiene do equipamento, o ambiente - ar e 4gua - , e pelo pessoal que manuseia
directamente o produto (3). Por isso, ndo é objectivo deste trabalho identificar a
proveniéncia dos microrganismos analisados, mas sim fazer um levantamento da qualidade
microbiana e higiénica dos rissois a venda em estabelecimentos da cidade do Porto, depois

de previamente embalados para serem consumidos no exterior do_estabelecimento. Néo

foram assim efectuadas analises ao pessoal nem ao equipamento, até por impossibilidade

pratica de efectuar tais operagdes.

O niimero de amostras colhidas em cada ponto de amostragem ndo foi de cinco,
como recomenda a FAO (2) , mas sim de uma, dado ndo ser comportavel executar todas
as analises, uma vez que foram efectuadas pela autora deste trabalho e também porque
este niimero sO seria necessario se se quisesse determinar a qualidade higiénica dos rissois

fornecidos nesse preciso local.



Por razdes que se prendem com a natureza e as implicagdes deste trabalho,-ndo se

referem os nomes dos estabelecimentos onde foram efectuadas as colheitas das amostras.




1 - Matérias primas

III - MATERIAL E METODOS

1.1 - Amostragem

Para a realizagio deste trabalho, foram feitas recolhas em 36 estabelecimentos da
cidade do Porto, num total de 59 amostras. A escolha dos locais foi aleatoria, tentando-se,

no entanto, demarcar zonas onde o consumo fosse provavelmente superior.

Destes 36 estabelecimentos, as colheitas foram divididas da seguinte forma : em
cada um de 24 locais foi adquirido 1 rissol de carne e um rissol de peixe, enquanto que em
5 locais foi so recolhido 1 rissol de carne e noutros 6, 1 rissol de peixe. Isto ficou a dever-

se a0 facto de nem todas as casas terem a venda ambas as variedades.

A denominag@o de rissol de carne e rissol de peixe € utilizada dado o rissol de

carne poder ser de vitela, galinha, e o de peixe poder ser de camardo, berbigdo, entre :

outros.




1.2 - Método de colheita de amostras -

E de primeira importdncia que as amostras dos produtos para exame

bacterioldgico reflitam as condigdes microbiologicas, no momento da colheita das

amostras.

Como o objectivo deste estudo é o de saber o estado higio-sanitario em que se

encontram os rissois que sdo adquiridos para consumir fora do estabelecimento (o que

pressupde a manipulagdo necessaria para embalagem, pelo pessoal do estabelecimento), a
técnica de colheita utilizada foi a seguinte: nos locais seleccionados para o efeito, era
pedido um rissol de carne e um de peixe, ou s6 um dos dois, conforme o previamente
descrito. De seguida era solicitado o seu embrulho em separado. As amostras eram entdo
transportadas para o Servigo de Microbiologia, numa caixa térmica, para que ndo
ocorresse variagdo da temperatura original.

Uma vez ai chegadas, cerca de 20 a 30 minutos apos a colheita, as amostras foram

imediatamente refrigeradas, sendo de seguida analisadas.

1.3 - Parametros

A prética utilizada durante muitos anos, e que continua a ser seguida, é a
de determinar a qualidade higiénica dos alimentos pela presenga de certos microrganismos

indicadores (4) .Entende-se por microrganismos indicadores, o grupo de microrganismos



cuja presenga na comida, acima de certos limites numéricos, indica que o alimettto fot
exposto a praticas de higiene menos correctas, passiveis de poderem provocar toxi-

infecgdes alimentares e ainda de permitirem a proliferagdo de espécies patogénicas.(2) (4).

Assim, usaram-se como parametros microbiologicos dos produtos colhidos:
Microrganismos Aerobios Mesofilos, Staphylococci, Coliformes totais e Coliformes

fecais.

1.3.1 - Microrganismos Aerébios Meséfilos

Os Microrganismos Aerdbios Mesofilos ndo estio necessariamente relacionados
com a qualidade bacterioldgica dos alimentos, visto muitos patogénicos nio crescerem
com as condigdes de cultura utilizadas. No entanto, ¢ frequentemente usado como
indicador padrdo de higiene e temperatura empregue na preparagdo, distribuigio e

armazenamento dos alimentos (1).

1.3.2 - Staphylococci

A presenga destes microrganismos na comida é, geralmente, originaria da pele,
boca e fossas nasais dos manipuladores de alimentos. A presen¢a de um elevado nimero

de Staphylococci é, geralmente, um bom indicador de que a higiene e a temperatura

utilizada n3o foi adequada (2).




Estes microrganismos sdo capazes de crescer num meio com uma elevada

percentagem de cloreto de sddio (7), como € o caso dos rissois.

1.3.3. - Coliformes totais

O grupo dos coliformes contém espécies cujo habitat é o intestino e outros cujo
habitat pode ser o solo ou a agua. Sdo indicadores uteis de processamento e higiene
insatisfatorios, visto a sua presenga em largo niumero nos alimentos indicar que pode ter
ocorrido oportunidade para a proliferagio, permitindo a multiplicagdo de outros

microrganismos.(1) (2).

1.3.4 - Coliformes fecais

A sua presenga nos alimentos tem sempre uma conotagdo de falta de higiene. O
termo Coliformes fecais € relativamente recente e surgiu da necessidade de encontrar
métodos que rapidamente indicassem a presenga de Escherichia coli ou espécies com ela
relacionadas , sem haver necesidade de se obterem culturas puras e utilizar o método
IMVIC. Os Coliformes fecais sdo considerados todos aqueles de entre os Coliformes
totais que sdo capazés de crescer e de fermentar a lactose a temperaturas superiores ao
normal, ou seja, acima de 44 °C +/- 1 °C. Estes comportam na sua maior parte
Escherichia coli e sdo usados como indicadores de uma provavel contaminagdo de origem

fecal (2).
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2 - Método de examinagio

2.1 - Material

O material utilizado para a realizagdo deste trabalho foi o seguinte:

- Pipetas de 1 ml graduadas, de escoamento total
- Placas de Petri

- Almofarizes

- Balges de Erlenmeyer

- Pingas

- Balanga electronica de precisdo

- Banho-Maria regulado para 45 °C +/- 1 °C

- Contador de coldnias

- Incubadoras: 30 °C +/- 1 °C
37°C+/-1°C
44 °C +/-1°C

11
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Os meios de cultura foram seleccionados de acordo com os usados no Instituto

Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge. Assim, foram utilizados os seguintes meios:

Quadro 1 : Meios de cultura utilizados

|
|

|
2.2 - Meios de cultura e ’

Microrganismos indicadores Meio de cultura
Microrganismos Aerobios Mesofilos Plate Count Agar (PCA) ou Glucose Tryptone
| Yeast Extract Agar
Staphylococci Bacto Manitol Salt Agar
Coliformes totais Bacto Brilliant Green Bile 2%
Coliformes fecais Bacto Brilliant Green Bile 2% )

‘ Como diluente, foi utilizado Agua Peptonada.
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2.3 - Técnica

2.3.1 - Preparacio da amostra

Colocou-se 0
almofariz  previamente
esterilizado no prato da
balanga, sendo de
seguida introduzido o
rissol (Fot. 1). Anotou-
se o seu peso. De modo
a permitir homogeneizar
melhor a  amostra,
adicionou-se uma
pequena quantidade de
agua peptonada
quantificada (Fot. 2).
Procedeu-se entdo a
homogeneizagio, com a
ajuda de um pildo (Fot.
3). Apos esta operagdo,
foi colocado novamente
o almofariz na balanga.

Estas operagdes
foram efectuadas com
todos os cuidados de

assépsia.




2.3.2 - Diluiciao

De seguida, foi
retirado do almofariz |,
com a ajuda de uma
pinga esterilizada, uma
quantidade, pesada, do
homogeneizado (Fot. 4)
e introduzida num baldo
contendo 50 ml de agua
peptonada (Fot. 5).

O baldo foi entdo
mexido com movimentos
circulares de modo a
permitir uma melhor

mistura (Fot. 6).




2.3.3 - Sementeira

ApOs a preparagio
da amostra e das
diluigbes, a sementeira
por shake, foi executada

do seguinte modo:

Pipetou-se  (Fot.
77 uma  quantidade
definida da  diluigdo
(Quadro 2) a analisar
para um tubo de ensaio
contendo 10 ml do meio
(Fot. 8), que foi
previamente fundido em
Banho-Maria | e
estabilizado a temperatura
de 45 - 50 °C,
homogeneizando em
seguida com movimentos
cuidadosos de modo a
evitar a formagdo de
bolhas de ar e assegurar
uma mistura homogénea.

Verteu-se o

conteddo do tubo de

15




\

| ensaio para uma Placa de
Petri (Fig. 9).

|

Quadro 2 : Quantidades de diluigio utilizadas na sementeira

Microrganismos indicadores Quantidade pipetada (ml)
Microrganismos Aerdbios Mesdfilos 0,1*
Staphylococci 1
Coliformes totais 1
Coliformes fecais 2

* Apés a solodificagio do agar, colocou-se uma segunda camada de 5 mi de Plate Count Agar, com a finalidade de impedir o
desenvolvimento de colénias invasoras.

16



2.3.4 - Incubacio

As placas foram colocadas nas respectivas incubadoras (Fot 10 e 11), em

posi¢do de incubagdo ", nas seguintes condigdes:

Quadro 3 : Condigbes de incubagio

Microrganismo indicador Temperatura de incubacio Periodo de incubagio
(°C) (h)
Microrganismos Aerobios 30°C 72
Mesofilos
Staphylococci 37°C 24
Coliformes totais 30°C : 24
Coliformes fecais 44 °C 24

17



estabelecidos, com o auxilio de um contador de colénias, e tendo como pressuposto que
0s microrganismos presentes numa amostra misturada com agar, formam coldnias visiveis

i
A contagem foi executada, ao fim dos tempos de incubagdo previamente
e separadas (Fot. 12, 13, 14 e 15): unidades formadoras de colonias (u.f.c.) (2).

2.4 - Leitura

18



A férmula empregue foi a seguinte:

Sendo : A= peso, em gramas, do rissol
C= quantidade do homogeneizado retirado do almofariz ..
D= soma, em gramas, do peso do rissol + peso de agua pepfonada
introduzida
E= quantidade do in6culo introduzido no meio

I= n° de coldnias (u.f.c.)

homogeneizado

J=50*1/E, sendo J o nimero de colonias existentes no total dos 50 ml de
K=A/(D*C), sendo K a quantidade de rissol existente no homogeneizado
|
|

Entdio L = J/K , sendo L o nimero de u.fc. por grama de alimento

analisado.
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IV - RESULTADOS
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3 - Coliformes totais
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4 - Coliformes fecais
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V - DISCUSSAO

1 - Os valores médios, aproximados, de microrganismos presentes nos rissois, por

grama de amostra, foram os seguintes: e

1.1 - Microrganismos Aerobios Mesdfilos
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Gridfico 5 : Valor médio de microrganismos presentes nos rissois.

1.2 - Staphylococci
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Grdfico 6 : Valor médio de microrganismos presentes nos rissois.
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1.3 - Coliformes totais
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Grdfico 7 : Valor médio de microrganismos presentes nos rissois.
1.4 - Coliformes fecais
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Grdfico 8 : Valor médio de microrganismos presentes nos rissois.
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2 - Dos rissdis analisados, e em relagdo a cada um dos microrganismos

indicadores, a comparagdo estabelecida com os "Pardmetros para apreciagdo

microbiologica dos alimentos pronto a comer” do Instituto Nacional de Satide Dr. Ricardo

Jorge (INSA) (anexo 1), é o seguinte: "

2.1 - Microrganismos Aerdbios Meséfilos ~ .
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Grdfico 9 : Microrganismos presentes nos rissois.
2.2 - Staphylococci
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Grdfico 10 : Microrganismos presentes nos rissois.

24



2.3 - Coliformes totais
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Grdfico 12 : Microrganismos presentes nos rissois.

25




Tendo em conta que na cidade do Porto existem cerca de 300 estabelecimentos

deste género (6) , considera-se que a amostra é representativa de cerca de 12 % dos

locais.

A salubridade dos rissois depende em longa escala onde ¢ adquirido, como se pode
verificar pelos graficos apresentados (Grafico 1, 2, 3 ¢ 4), ndo se podendo por isso dizer

que é indiferente o local onde ¢ feita a sua aquisigdo.

De qualquer modo, verifica-se que, quanto a valores médios, a probabilidade de se
encontrar um rissol com valores mais elevados de microrganismos analisados, € maior nos
rissois de peixe, excepto no que diz respeito aos Microrganismos Aerdbios Mesofilos.

(Grafico 5, 6, 7, e 8).
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Na comparagido com os "Pardmetros para apreciagdo microbiologica de alimentos

prontos a comer", do INSA, constata-se que as percentagens sao as seguintes:

Microrganismos Aerébios Meséfilos e
-Mau : 0%
-Nio aceitavel: 47,6%
-Aceitavel: 52,4%
-Bom: 0%
Staphylococci
-Mau: 11,9%
-Nio aceitavel: 32,2%
-Aceitavel: 18,6%
-Bom: 37,3%

Coliformes totais

-Mau: 0%
-Nio aceitavel: 8,5%
-Aceitavel: 33,9%
-Bom: 57,6%

Coliformes fecais

-Mau: 8,5%
-N3o aceitavel: 3,4%
-Aceitavel: 6,8%
-Bom: - 81,3%




Deste modo, é de assinalar que, fazendo a soma dos pardmetros "mau” e "ndo
aceitavel”, a percentagem de rissois com estes valores ¢ de aproximadamente 48%, 44%,
9% e 12%, respectivamente para Microrganismos Aerobios Mesofilos, Staphylococci,

Coliformes totais e Coliformes fecais.

VI - CONCLUSAOQO

Este trabalho possibilitou-me pdr em pratica algumas das nogdes adquiridas
durante a frequéncia do Curso de Ciéncias da Nutrig3o.

Proporcionou-me ainda adquirir alguma pratica de investigagao laboratorial,

trabalho este que se revela fascinante.

Embora tenham havido algumas limitagdes ao desenvolvimento deste trabalho,

penso que os objectivos propostos foram alcangados. §

Apos a realizagio deste trabalho, constatei que existem dados suficientes para o

prosseguir, numa outra area, visto os valores encontrados depesos, em gramas, dos risséis

serem muito diferentes.
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