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RESUMO - A fabricagdo de hamburguer de peixe (fishburguer) consiste em uma opg¢do tecnologica para
agregar valor a pescado de baixo valor comercial. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as condigdes
higiénicas da massa de fishburger e seus ingredientes pela contagem e identificagdo de espécies fungicas. Na
polpa elaborada com filé de tilapia eram adicionados 10% de farinha de trigo, 2,0% de sal, 0,15% de pimenta do
reino (Piper nigrum L.). Em seguida era fracionada em quatro partes iguais para preparo dos tratamentos de
corante comercial (0,0%- controle, 0,15%, 0,35% e 0,45%) a base de urucum (Bixa orellana). Em seguida,
foram retiradas assepticamente por¢des de 100g de cada massa para amostragem, também foram analisados os
ingredientes. Foram realizadas contagem de fungos, isolamento e identificagdo dos géneros Aspergillus e
Penicillium. As amostras de pimenta do reino apresentaram contagens insignificantes de fungos. O valor
maximo obtido nas amostras analisadas foi 2,78 ufc/g em log;o e ndo houve diferenga nas contagens entre os
tratamentos de corante e os ingredientes utilizados na massa para preparo de fishburguer. Foram identificadas 23
cepas de Aspergillus, sete de Penicillium e 13 de Fusarium. A farinha de trigo possuia: 4. candidus, P. citrinum
e Fusarium sp e o corante: 4. flavus, A. niger, A. terreus P. citrinum, P. funiculosum e Fusarium sp. As amostras
de pimenta ndo apresentaram contaminagao pelos fungos pesquisados. A massa para preparo de fishburger e seus
ingredientes apresentaram contaminagdo por fungos filamentosos e leveduras em quantidades que as
caracterizou como tendo condi¢des higiénicas satisfatorias.

Palavras-Chave: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, urucom, pimenta do reino.

ABSTRAT - The production of hamburger fish (fishburguer) consists of a technological option for adding value
to fish of low commercial value. Our objectives were to evaluate the hygienic conditions of mass fishburger and
its ingredients by the count and identification of fungal species. In pulp made with tilapia fillets were added to
10% of wheat flour, 2.0% salt, 0.15% black pepper (Piper nigrum L.). Then it was fractionated into four equal
parts preparation for the treatment of commercial dye (0.0% - control, 0.15%, 0.35% and 0.45%) based on
annatto (Bixa orellana). Were then aseptically removed portions of 100g each dough sample were also analyzed
the ingredients. Fungi counts were performed, isolation and identification of Aspergillus and Penicillium.
Samples of black pepper showed negligible counts of fungi. The maximum value obtained in the samples was
2.78 cfu / g log 10 and there was no difference in scores between the treatments of dye and the ingredients used
in preparation for mass fishburguer. We identified 23 strains of Aspergillus, Penicillium and seven of 13
Fusarium. Wheat flour had: 4. candidus, P. citrinum and Fusarium sp and the dye A. flavus, A. niger, A. terreus,
P. citrinum, P. funiculosum and Fusarium sp. The pepper samples were not contaminated by the fungi studied.
The dough for preparing fishburger and its ingredients were contaminated by yeasts and molds in quantities that
characterized them as having satisfactory hygienic conditions.

Keywords: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, urucom, pepper.
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INTRODUCAO

A fabricag@o de hamburguer de peixe (fishburguer)
consiste em uma opg¢do tecnologica para agregar
valor a pescado de baixo valor comercial (Servigo
Brasileiro de Resposta Técnica, 2007). Para a
formulag@o deste produto sdo empregados diversos
ingredientes balanceados, os quais constituem
substratos ideais para o desenvolvimento de fungos e
micotoxinas, tais como: farinha de trigo,
condimentos, corantes, dentre outros.

O trigo ¢ um cereal mundialmente consumido e
também uma das matérias-primas mais importantes
na alimentacdo e nutricdo humana, fonte de
carboidratos, vitaminas e minerais (Bernardi et al.,
2005). A microbiota da farinha de trigo ¢
relativamente baixa, uma vez que alguns agentes do
branqueamento reduzem a contaminagdo. Quando as
condigdes da atividade aquosa favorecem o
crescimento, as bactérias do género Bacillus e
fungos sdo os Unicos que podem se desenvolver
(Jay, 2005).

Os corantes podem ser utilizados como ingredientes
para o preparo do fishburguer por melhorar sua
aparéncia e  aceitagdo  (Carvalho,  2005),
consequentemente, ficar visualmente mais atraente
(Constant et al., 2002). A utilizagdo de pigmentos
naturais, tais como o urucum (Bixa orellana L.), em
alimentos tem aumentado devido a preocupagdo dos
consumidores sobre possiveis efeitos prejudiciais
dos pigmentos sintéticos a saude (Dufossé, 2006).

Dentre as especiarias, os condimentos tais como,
pimenta, paprica, orégano, cominho, gengibre,
acafrdo s@o utilizados para aumentar e/ou
acrescentar sabor ao alimento, e também para
conservagdo, devido a suas propriedades
antioxidantes. Eles sdo produzidos em paises de
clima tropical (Iindia, Indonésia, Brasil, Marrocos,
Malasia e Turquia), que apresentam elevados valores
de temperatura, umidade e indices de pluviosidade.
Frequentemente, os condimentos permanecem no
solo para secagem a temperatura ambiente, onde as
condigdes climaticas favorecem o crescimento de
fungos e a producdo de micotoxinas (Erdogan,
2004). Apesar de trabalhos descritos na literatura
relacionarem a ocorréncia de aflatoxinas em
diferentes tipos de alimentos, poucos descrevem sua
presenca em condimentos (Martins et al., 2001).

Portanto, o monitoramento da contaminagdo
microbiana ¢ imprescindivel para assegurar a
qualidade e seguranga dos alimentos, reduzindo as
perdas econdmicas, assim como os riscos a saude
humana (Meirelles et al., 2006).
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O presente trabalho teve como objetivos avaliar as
condigdes higiénicas da massa de fishburger e seus
ingredientes pela contagem de fungos, e também,
isolar e identificar espécies dos géneros Aspergillus
e Penicillium.

MATERIAL E METODOS

Apobs o preparo dos tratamentos, foram retiradas
assepticamente por¢des de 100g de cada massa do
fishburguer. As amostras eram conduzidas para o
Laboratério de Controle Microbioldégico do
NUEPPA O trabalho foi realizado em esquema
inteiramente casualizado com fatorial 4 x 4 (quatro
tratamentos de corantes em quatro semanas) com
total de 16 amostras de massa de peixe. Para
controle, semanalmente também foram analisados os
ingredientes utilizados no preparo (farinha de trigo,
pimenta branca e corante).

Foi adicionado 25 gramas de cada amostra a 225 mL
de agua peptonada 0,1%, assim formando a diluigdo
de 10-1 esta mistura foi homogeneizada e diluida
para concentragdes finais de 10-2 e 10-3. Foram
espalhados 0,1 mL de cada diluig@o (por duplicado)
na superficie do meio sélido, agar dicloran- rosa
bengala- cloranfenicol (DRBC) (Abarca et al.,
1994). As placas foram incubadas durante sete dias a
25 ° C. Todas as placas contendo 10 -100 UFC
foram contadas e os resultados expressos em
unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama
de amostra. No ultimo dia de incubagao, as colonias
de Aspergillus e Penicillium ap6s identificacdo
microscopica, de acordo com critérios propostos por
Pitt & Hocking (2009) foram transferidas para agar
extrato de malte (MEA), e incubou a 25 ° C por sete
dias para posterior identificag@o da espécie.

Para a identificagdo de Penicillum, as colonias sdo
cultivadas em agar Czapek yeast (CYA) em 5, 25 e
37 °C, MEA a 25 °C e 25% de agar nitrato de
glicerol (G25N) a 25 ° C. Para a identificagdo
Aspergillus, as culturas sdo cultivadas em CYA (25
e 37 °C), MEA (25 °C) e extrato de levedura Czapek
agar, com 20% de sacarose (CY20S) a 25 °C. Todas
as placas foram incubadas durante sete dias. Cada
cepa foi identificada de acordo com os métodos
fornecidos por Pitt (2000), Klich & Pitt (2002),
Samson et al., (2001) e Pitt & Hocking (2009).

Apods a obtengdo dos resultados, os valores das
contagens foram transformados em logy,
correlacionados e submetidos a analise de variancia
e aplicag¢do do teste de SNK para comparagdo das
médias utilizando o Pacote Estatistico Sigma Stat
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(1994). O nivel de significancia utilizado em todos
os testes foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excegdo das amostras de pimenta do reino, ndo
houve diferenca entre as contagens de fungos
filamentosos e leveduras nos tratamentos de corante
e nos ingredientes utilizados na massa para preparo
do fishburger (Tabela 1).

O valor maximo obtido nas amostras analisadas foi
2,78 ufc/g em log;o (o que corresponde a 6,02 x 107
ufc/g). Apesar da legislagdo vigente (Brasil, 2001)
ndo possuir parametros para contagens de fungos em
fishburger, pimenta, farinha de trigo e corante, as
contagens obtidas foram relativamente baixas
quando comparadas ao recomendado por uma
legislagdo anterior (Brasil, 1997), que estabeleciam
como maximo de 3,00 ufc/g (o que corresponde a
10° ufc/g) para alimentos. Fungos em alimentos sdo
considerados como indicadores das condi¢des
higiénicas de manipulacdo, por este motivo, as
contagens encontradas na massa de preparo do
fishburguer e seus ingredientes sugerem que eles
foram preparados em condigdes adequadas, com
monitorizagdo higiénica (Meirelles et al., 2006)

Tabela 1. Contagem de fungos filamentosos e leveduras na

formadoras de colonias (ufc/g) expressas em logaritmos.

necessaria para garantir a producdo de alimentos
seguros (Taveira & Midio, 1999).

Pela afinidade com o substrato, os fungos
filamentosos ndo sdo pesquisados rotineiramente em
produtos de origem animal (Jay, 2005), porém foi
possivel obter contagens fungicas em todas as
amostras de massa de peixe analisadas em
quantidades semelhantes as obtidas nas amostras de
farinha de trigo e de corante (Tabela 1). A
contaminag@o na massa ocorreu provavelmente pela
utilizagdo de 10% de farinha de trigo em todas as
formulagdes, pois o corante ndo foi empregado no
grupo controle e as contagens de fungos encontradas
na pimenta nido foram expressivas. A presenca de
fungos filamentosos em corantes era esperada,
Erdogan (2004) obteve resultados semelhantes nas
suas pesquisas. Carvalho (1995) alerta que fungos
em alimentos podem ocorrer de forma indireta pela
utilizagdo de ingredientes contaminados.

Na massa para preparo de fishburguer e seus
ingredientes foram identificadas 43 cepas fungicas.
Destas, 23 cepas de Aspergillus, sete de Penicillium
e 13 de Fusarium, com maior prevaléncia
respectivamente de Fusarium sp (30,26%), A.
candidus (23,25%), A. flavus (18,60%) e P. citrinum
(11,63%), como pode ser observado na Tabela 2.

massa de Fishburger e seus ingredientes, em unidades

Tratamentos de corante

Semanas (ufc/g*)

(%) 1? 2 3 42

0,00 (controle) 2,36 2,20° 1,98 2,78
0,15 1,98 1,65 1,30° 2,59
0,35 2,30° 1,88 1,65 2,30°
0,45 2,18 1,78 2,06 2,36°
Ingredientes

Farinha de Trigo (10%) 2,27 2,67 2,58 2,16*
Corante 2,49 2,92° 2,74 2,33
Pimenta (0,35%) 0,00° 1,04° 0,00° 0,00°

*ufc/g = unidades formadoras de colonias por grama.; a,b =letras iguais resultados semelhantes estatisticamente entre colunas

(p=0,516).

Tabela 2. Espécies fungicas isoladas na massa para preparo de fishburguer e nos seus ingredientes.

Espécie Numeros de Isolados Ocorréncia (%)
A. candidus 10 23,25

A. flavus 8 18,60

A. niger 4 9,30

A. terreus 1 2,32
Penicillium citrinum 5 11,63
Penicillium funiculosum 2 4,64
Fusarium sp 13 30,26
Total de isolados 43
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O A. candidus foi isolado na massa para preparo de
fishburguer nos processamentos “A” e “B” e o 4.
flavus apenas no processamento “B” (Tabela 3). Os
conideos destes fungos podem contaminar o
ambiente (Zaitz, 1998; Evangelista, 2000). O A.
candidus em principio ndo apresenta um potencial
toxigeno, (Samson et al., 2001; Klich, 2002), porém
o A. flavus pode ser um possivel produtor de
micotoxinas (Klich, 2002).

Durante o experimento foram isoladas cepas de A.
flavus (18,60%), A. niger (9,30%) e A. terreus
(2,32%), estas espécies ocorrem normalmente na
natureza distribuidos nos mais variados ambientes e
sdo consideradas como fungos de armazenamento
(Lazzari, 1997). Por também serem encontrados em
produtos vegetais ¢ ambientes fechado (Abarca,
2001; Klich, 2002) poderiam ter contaminado a
farinha de trigo que foi utilizada para preparo dos
fishburguers nas diversas etapas de obtengdo,
acarretando a presenca destas espécies na massa de
peixe. O P. citrinum (11,63%) e P. funiculosum
(4,64%) também foram isolados nas amostras
(Tabela 2). O fato de encontrar o P. citrinum nas
amostras analisadas ndo indica que houve produgdo
de micotoxinas, porém, a presenca deste fungo pode
ser um indicio de ocorréncia citrinina; (Gimeno,
2000; Franco & Landgraf, 2008; Pitt & Hocking,
2009). O Fusarium € considerado como fungo de
campo que invade grdos e sementes durante o
amadurecimento (Marcia & Lazzari, 1998),
portanto, a contaminagdo da farinha de trigo pode ter

ocorrido ainda no campo e permaneceu na matéria-
prima até o momento do processamento.

Os ingredientes utilizados para preparo de
fishburguer apresentaram Aspergillus, Penicillium e
Fusarium somente no processamento “C”. A farinha
de trigo possuia: A. candidus, P. citrinum e
Fusarium sp e o corante: A. flavus, A. niger, A.
terreus P. citrinum, P. funiculosum e Fusarium sp.
As amostras de pimenta ndo apresentaram
contamina¢do por Aspergillus, Penicillium ou
Fusarium (Tabela 3). Prado et al. (2008) ndo
encontraram fungos nem aflatoxina em nenhuma das
30 amostras de pimenta de reino comercializadas em
Minas Gerais, conforme observaram Martins et al.
(2001). Estes resultados indicam que para assegurar
a qualidade microbioloégica dos alimentos os
ingredientes que este utilizados devem ser
analisados, pois o corante utilizado no
processamento “C” estava contaminado por
microrganismos que poderiam comprometer a de
saide no consumidor pela possibilidade de
contaminagdo  por  aflatoxina  BIl,  &cido
ciclopiazonico e acido 3-nitropropionico (4. flavus)
Ocratoxina A (4. niger) e patulina, citrinina,
citroviridina e gliotoxina (4. ferreus) (Klich, 2002),
fumonisinas (Bennett & Klich, 2003) e zearalenona
(Hagler et al., 2001).

Embora ndo tenha sido objeto deste experimento, os
fishburgers pesquisados possuiam atividade de agua
entre 0,96 a 0,99 que ¢é compativel com o

Tabela 3. Ocorréncia de Aspergillus, Penicillium e Fusarium isolados na massa para preparo de fishburguer e seus

ingreedientes nos diferentes processamentos.

Amostra Processamento

A B C D
Massa de fishburguer
0,00% corante (controle) A. candidus P. citrinum - -
0,15% de corante A. candidus A. candidus - -
0,35% de corante A. candidus/ Fusarium A. candidus/ P. - -

Sp citrinum
0,45% de corante - A. candidus/ Fusarium SP -

A.flavus/ Fusarium
Sp

Ingredientes

Farinha de trigo -

- A. candidus/ P. -
citrinum/ Fusarium

SP

Corante - - A.flavus/ A.niger/ A. -
terreus/ P. citrinum/
P. funiculosum/
Fusarium SP
Pimenta - - - -
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crescimento de Penicillium que podem crescer em
refrigeracdo (Samson et al., 2001; Pitt & Hocking,
2009) e com a produgdo de micotoxinas (Food
Ingrediends Brasil, 2009). A farinha de trigo foi
utilizada no preparo do fishburguer para conferir
consisténcia e caracteristicas sensoriais mencionadas
por Bernardi et al. (2005). O corante natural
utilizado a base de urucum (Dufossé, 2006) conferiu
cor e melhorou a aparéncia dos fishburguers
conforme indicam Carvalho (2005); Constant et al.
(2002). Porém por apresentar contaminagdo que
pode ter ocorrido nas diversas etapas do
processamento (Germano & Germano, 1998), este
corante pode favorecer o desenvolvimento dos
fungos e a producdo de micotoxinas (Nunes et al.,
2003; Erdogan, 2004) nos fishburguers que ndo
forem estocados adequadamente.

As amostras da massa de peixe e seus respectivos
ingredientes utilizados no preparo de fishburguer
apresentaram  quantidades baixas de fungos
filamentosos, caracterizando manipulagdo higiénica,
que deve ter seus ingredientes monitorados para
producdo de alimento seguro para o consumidor,
conforme recomendam Meirelles et al., (2006), para
prevencdo de riscos a saude humana (Taveira &
Midio, 1999; Meirelles et al., 2006). Porém, nos trés
primeiros processamentos ocorreu a presenga de
Aspergillus, Penicillium e Fusarium nas massas e/ou
nos ingredientes, porém no quarto processamento
ndo houve contaminagdo pelos fungos pesquisados
embora tenha havido contagens fungicas nas
amostras. Deste modo, apenas os fishburguers
preparados com a matéria prima do quarto
processamento podem ser apresentados como uma
opgdo para diversificagdo de cardapio para
restaurantes universitarios e lanchonetes e demais
instituigdes sugeridas por Servigo Brasileiro de
Resposta Técnica (2007).

Durante o experimento ndo foi identificada a fonte
de contaminag@o por fungos da massa de preparo de
fishburger, porém, devem ser consideradas as
seguintes possibilidades: qualidade da matéria-prima
e/ou falhas durante a manipulagdo e processamento
destes produtos, ou ainda, as condi¢cdes de
armazenamento dos ingredientes. Os fatores
ambientais, tais como, umidade relativa, qualidade
microbiolégica da 4agua e temperatura, e o0s
relacionados ao produto final (pH, atividade de dgua
e acidez) também desempenham papel fundamental
na qualidade microbiolégica do produto final
(Nascimento et al., 2005).

No Nordeste brasileiro as pessoas t€ém o habito de
consumir colorau em quase todas as preparacdes
culinarias. Se consumissem continuamente corantes
como os que foram utilizados no processamento
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“C”, estariam expostas a enfermidades de efeitos
cronicos (Taveira & Midio, 1999) carcinogénicas
(Farias et al., 2000; Granada et al., 2003), pela
possivel produgdo de micotoxinas pelos fungos
isolados (Klich, 2002).

CONCLUSOES

A massa para preparo de fishburger e seus
ingredientes apresentaram contaminagdo por fungos
filamentosos e leveduras em quantidades que as
caracterizou como tendo condigdes higiénicas
satisfatdrias.

Com excecdo da pimenta, todos os ingredientes
apresentaram Aspergillus, Penicillium e Fusarium
Estes fungos estdo presentes também na massa para
preparo de fishburger. Foram isolados as espécies
Aspergillus candidus, Aspergillus flavus, A. niger, A.
terreus, P. citrinum e P. funiculosum.
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