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Resumo geral

O estuario de Cananéia apresenta condi¢des propicias para o cultivo de ostra
nativa Crassostrea sp, entretanto por estar sujeito a diversos tipos de
contaminacdo por agentes patogénicos, faz-se necessario analisar estes
microrganismos tanto na agua como no tecido da ostra. Andlise de coliformes &
um importante parametro da contaminag¢do microbiolégica de origem fecal e
sua densidade pode variar conforme diferengcas sazonais e ambientais. Assim,
este estudo objetivou avaliar a qualidade microbioldgica dos tecidos moles dos
bivalves e da agua de vérias localidades onde se produzem ostras Crassostrea
sp.. Durante os anos de 2005 a 2011, mensuraram-se os fatores ambientais e
as densidades de coliformes na 4gua e das ostras. As amostras coletadas
foram submetidas a analise no laboratério através da Técnica dos Tubos
Multiplos para determinar contaminacdo por material fecal. Os resultados da
agua foram comparados com a Resolucdo 357/2005 e apresentou meédia
dentro do limite permitido, entretanto a percentagem dos dados coletados foi
menor que 80%, ndo atendendo o critério descrito. Os tecidos das ostras foram
comparados com legislagdes nacionais e internacionais, como o PNCMB e
FAO. Verificou-se que a densidade de coliformes foi relativamente baixa em
relacdo aos padrbes estipulados nas legislacbes vigentes, mas para ser
liberado é necessario passar pelo processo de depuragdo. As flutuacbes das
densidades dos coliformes podem ter sido influenciadas pelas variacdes
ambientais, pois estatisticamente houve correlacdo positiva com a pluviosidade
e negativa com a salinidade. Andlise dos estofos da maré apresentou variacdes
nas densidades colimétricas, no qual a preamar de sizigia foi significativamente
diferente dos outros estofos, mas o mesmo nao foi observado no tecido das
ostras em relacdo a sazonalidade. Verificou-se correlacdo positiva entre
coliformes analisados na agua e no tecido da ostra, confirmando a influéncia da
qualidade microbioldgica fecal do ambiente nos moluscos bivalves, enfatizando
a importancia de um programa de monitoramento continuo da qualidade
bacteriologica da regido onde séo produzidos e dos organismos ali presentes.

Palavra-chave: Coliforme total e termotolerante, pluviosidade, salinidade, mare,
Crassostrea sp.
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General Abstract

The Cananeia’s estuary shows favorable conditions for the cultivation of native
oyster Crassostrea sp, in the mean time by being subjected to various types of
contamination by pathogens, it was needed to analyze these contaminants in
water and oyster tissue. The colimetric analyse is an important parameter of
microbiological fecal contamination and its density may alters with seasonal and
environmental variation. This study aimed to evaluate the microbiological quality
of soft tissues of bivalves and the water from various locations where the
oysters Crassostrea sp. are produced. During 2005 to 2011, it was measured
environmental variables and densities of coliforms in the water and the oyster.
The samples collected were submitted to a laboratory analysis through the
Multiple Tube Technique to determine contamination by coliforms. The results
of the water were compared with the Resolution 357/2005 and presented mean
within the allowable limit, however the percentage of the collected data was less
than 80%, not meeting the criteria outlined in the legislation. The tissue of the
oyster was compared with national and international laws, such as PNCMB and
FAO. It was found that density was relatively low in relation to the standards
stipulated in the current legislation, but it is necessary to go through the process
of depuration before release. The fluctuations of the densities of coliforms might
have been influenced by environmental variations, because statistically it has
obtained positive correlation with rainfall and negative with salinity. Analysis of
the upholstery of the tidal showed variations in colimetric densities, in which the
syzygy of high tide was significantly different from the other upholstery. The
health of oysters analyzed reflected the quality of water, emphasizing the
importance of a program of continuous monitoring of the bacteriological quality
of the region where they are produced and the organisms present there.

Keyword: total and thermotolerant coliform, rainfall, salinity, tide, Crassostrea sp.
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INTRODUCAO GERAL

Segundo dados da FAO (2012), a producdo aquicola atingiu outro
recorde histérico em 2010, em 60 milhdes de toneladas (excluindo plantas
aquaticas e produtos ndo alimentares). Um terco dos peixes do mundo
produzidos em viveiros, colhidas em 2010, foram conseguidos sem a utilizacao
de alimentos artificiais. A composicdo mundial da aquicultura foi 56,4 % de
peixes de 4gua doce (33,7 milhdes de ton), 23,6 % de moluscos (14,2 milhdes
de ton), 9,6 % de crustaceos (5,7 milhbes de ton) entre outros. Empregos
relacionados com a pesca e aquicultura tém continuado a crescer mais
rapidamente do que na agricultura, de modo que até 2010 representava 4,2%
dos 1,3 bilhdes de pessoas economicamente ativas em comparagéo aos 2,7%
em 1990 (FAO 2012).

Nas Ameéricas, a producdao total da aquicultura de agua doce diminuiu de
54,8% em 1990 para 37,9% em 2010. Mas a América do Sul tem se mostrado
forte e com crescimento continuo, principalmente Brasil e Peru. Em relacdo ao
volume, a aquicultura na América do Norte e Sul sdo dominados por peixes de
barbatanas (57,9%), crustaceos (21,7%) e moluscos (20,4%) (FAO, 2012). O
Brasil possui mais de 2,5 milhdes de hectares de areas estuarinas,
apresentando excepcionais condicdes para a expansdo da maricultura
(ROUBACH, et al., 2003).

Avancos significativos vém sendo observados em relacdo a maricultura
no Brasil, principalmente com o cultivo de moluscos no sul do pais e de
camardes na regiao Nordeste, sendo que cerca de 10% da producao nacional
anual provem da regido Sudeste do pais (CAVALLI e FERREIRA, 2010).

Os estuarios sdo ambientes de transicdo entre o continente e o oceano,
sujeitos a impactos ambientais mais freqlientes do que no oceano aberto, por
estarem sujeitos as contaminacfes dos dejetos trazidos pelos rios,
principalmente os que ndo possuem o tratamento adequado (KRESS e HERUT,
1998). Séao influenciados pelas forcantes ambientais (movimentos das marés,
descargas fluviais e dos ventos) como também pelas acbes antropicas
(lancamento de efluentes domeésticos e industriais ndo tratados) que afetam
diretamente a qualidade da &gua e a distribuicdo dos organismos aquaticos
(KOLM e ANDRETTA, 2003; CETESB, 2004). O indice pluviométrico € um dos
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fatores que pode interferir nas caracteristicas microbiolégicas da agua da
localidade, visto que as chuvas arrastam o lixo depositado ao longo das
margens dos rios em direcdo ao mar, deteriorando a qualidade das aguas
(CETESB, 2004).

As regides estuarinas sao biologicamente importantes, pois sdo habitats
de uma grande diversidade de organismos aquaticos, considerado como area
de criacdo, de reflgio permanente ou temporario de inimeras espécies de
peixes, crustaceos e moluscos (ODUM, 1983).

A ostra € um molusco bivalve com grande valor econémico e muito
apreciado por turistas no litoral e em restaurantes de todo o mundo. Por ser um
organismo filtrador, possui a capacidade de reter substancias e patdgenos
potencialmente nocivos a saude do consumidor. O consumo destes
organismos crus ou levemente cozidos aumenta ainda mais o0 risco de
intoxicacao por doencas transmitidas por alimentos (KNAP et al., 2002; LEAL et
al., 2008). Quando estes bivalves sao coletados ou cultivados em regides que
recebem efluentes, podem acumular contaminantes em seu interior quantidade
muito superior a agua em que se encontram (CORREA et al., 2007).

Para que um microrganismo seja considerado um indicador de poluicédo
fecal no ambiente, esse deve ser facilmente enumerado por técnicas precisas e
apresentar densidade diretamente correlacionada com o grau de contaminacéo
fecal (APHA, 2005). Deve apresentar uma maior resisténcia a desinfeccdo do
gue os patdgenos, estar exclusivamente associados ao esgoto e presente em
aguas contaminadas por material fecal em densidades mais elevadas que os
patégenos. Bons indicadores sdo incapazes de se reproduzir em ambientes
aquaticos, ser aplicavel a todos os tipos de aguas recreacionais. Outra
caracteristica a ser observada € se esses patdégenos estao ausentes em aguas
ndo poluidas e associadas exclusivamente a despejos de fezes de animais e
humanas (APHA, 2005).

A estimacdo do numero de bactérias nos produtos alimentares é usada
freqientemente na avaliagdo da qualidade microbiolégica ou para avaliar a
“seguranca”’ presumivel dos alimentos. Este procedimento solicita que as
amostras sejam recolhidas, realizados testes microbiologicos e os resultados

comparados com critérios estabelecidos no pais (FAO, 2010).



Em termos de Salde Publica, os aspectos sanitarios devem ser
enfocados, estudando-se o comportamento dos indicadores de poluicdo de
origem fecal, sendo mais comumente utilizados os coliformes totais e o0s
termotolerantes (ALMEIDA et al., 2004; APHA, 2005).

O "Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater"
define o grupo coliforme como todas as bactérias aerdbias ou anaerdbias
facultativas, gram-negativas, ndo esporuladas, em formato de bastonete, as
quais fermentam a lactose com formacgéo de gas dentro de 48 h a 35°C. Neste
grupo incluem-se organismos que diferem nas caracteristicas bioquimicas,
sorologicas e no seu habitat. Podem ser classificadas em: Escherichia,
Aerobacter, Citrobacter, Klebsiella e outros géneros que quase nunca
aparecem em fezes como a Serratia. A bactéria Escherichia coli € a Unica
espécie do grupo dos coliformes termotolerantes cujo habitat exclusivo séo os
intestinos dos animais de sangue quente (CONAMA 357/2005).

Aspectos gerais da sobrevivéncia de bactérias fecais em ambientes
aquaticos foram discutidas por HUGHES (2003) e CRAIG et al. (2004). Estes
autores relataram que os microrganismos, uma vez liberados na agua, tem sua
sobrevivéncia determinada por combinacdes de fatores fisicos e biologicos,
como a acao da radiacdo ultravioleta, predacdo, falta de nutrientes,
temperatura, salinidade e niveis de oxigénio. Segundo CETESB (2004), a
presenca de coliformes na agua sofre influencia das condicbes da mare,
ocorréncia de chuvas e afluéncia turistica durante os periodos de
temporada.

De acordo com Gauthier apud VIEIRA (2008), o risco da poluicdo de
aguas marinhas por material fecal e por extensédo, pelos microrganismos
patogénicos ao ser humano, € muito mais acentuado em aguas quentes e ricas
em matéria organica. Em trabalhos como KOLM e ANDRETTA (2003),
BARBIERI e MACHADO (2006), MOREIRA et al. (2011) foram analisadas
correlacdes de fatores fisicos, quimicos e biolégicos com as densidades das
bactérias no ambiente aquatico, verificando as suas interacdes. ROZEN e
BELKIN (2001) e BORDALO et al. (2002) estudaram os efeitos da salinidade
na sobrevivéncia de bactérias coliformes, verificando que a diminuicdo de
salinidade na agua € acompanhada por um aumento na sobrevivéncia destas

bactérias.



BARBIERI e MACHADO (2006) realizaram estudos para avaliar a
qualidade da agua como subsidio para extracdo, manejo e cultivo de ostras, no
Mar de Cubatdo (local préximo dos locais de despejos de esgoto) e
observaram niveis significativos de contaminagcdo nesta area. Fatores
ambientais como clima, pluviosidade, temperatura sofrem alteragcéo temporal e
espacial influenciando nas caracteristicas dos canais de drenagem e
escoamento, 0s quais tém um papel maior sobre a dispersado, diluicdo ou
autodepuracdo dos corpos de agua, variando desta maneira na densidade de
coliformes (CUNHA et al., 2004).

As variacfes de densidade de E. coli observadas nas ostras de cultivo
indicam o nivel de contaminacdo da agua dos locais onde foram coletados e
esta flutuacdo pode ser influenciada por varias forcantes ambientais como
marés e pluviosidade (KOLM e ANDRETA, 2003; MILL et al., 2006). Segundo
KOLM e ANDRETA (2003), VIEIRA et al. (2008) e MIQUELANTE e KOLM
(2011), altos indices de pluviosidade contribuem para o aumento da contagem
bacteriana de aguas de cultivo, pois esta forcante tem capacidade de arrastar
esgotos e residuos para o curso d’agua.

Em estudos realizados em Recife (PE), MENDES et al. (2002) relataram
que a densidade de contaminacdo microbioldgica da &gua de cultivo é
dependente de alteragbes sazonais, em que o Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes foi menor nos meses de verao.

As variaveis ambientais podem influenciar na presenca dos
microrganismos nos ecossistemas aquaticos, dentre as quais as marés e a
pluviosidade. Além destas forcantes os fatores fisico-quimicos podem afetar na
sobrevivéncia destes organismos, como por exemplo, a temperatura, pH,
oxigénio dissolvido (REGAN et al., 1993; CETESB, 2004). Para averiguar a
qualidade da &agua e dos organismos aquaticos, comparam-se 0s valores
mensurados com o0s critérios das resolucdes vigentes, com o objetivo de
garantir a qualidade dos moluscos em relacdo a contaminagcao microbiolégica
fecal, através do monitoramento da agua e da consequiente classificacdo das
areas de producao e de extracao.

A Resolucdo CONAMA 357 de 2005 estabelece critérios para aguas
classificando-os conforme o seu destino. A agua do estuario de Cananéia
classifica-se como salobra por apresentar salinidade entre 0,5 a 30 e enquadra-
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se na Classe 1, pois destina-se a aquicultura e a atividade de pesca. As
condicbes de qualidade de agua estabelecem que as densidades de coliformes
termotolerantes (CT) em locais de cultivo de moluscos destinados a
alimentagcdo humana, no qual o valor ndo exceda 43 NMP 100mL™ em no
minimo de 15 amostras.

Segundo os critérios descritos no Programa Nacional de Controle
Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB, 2011), os requisitos
minimos necessarios para garantir a inocuidade e qualidade dos moluscos
bivalves produzidos no Brasil destinados ao consumo humano, foi definido por
meio da estimativa da densidade media de coliformes termotolerantes em 100
gramas da parte comestivel dos organismos (NMP 100g™). O critério utilizado
para retirada do molusco bivalve considera os seguintes valores de coliformes
termotolerantes: liberada para consumo <300 NMP 100g*, liberada sob
condigdo (submeter ao processo de depuragdo) =300 e <6.000 NMP 100g™ e
suspensa quando verificada >6.000 NMP 100g™. Este processo tem a
finalidade de reducé@o dos contaminantes microbianas aos niveis aceitaveis de
consumo.

A Resolucdo RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001 (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 2001), aborda o pescado e os produtos
derivados da pesca, bem como os limites bacteriolégicos permitidos para sua
comercializacdo. A presente legislacdo estabelece valores limites especificos
para moluscos bivalves "in natura", resfriados ou congelados, ndo consumidos
crus, para estafilococos coagulante positiva e Salmonella sp., mas néao
especifica o limite para densidade de coliformes.

Existem padrbes internacionais que determinam limites de
contaminacgdes microbioldgicas pelos valores de coliformes termotolerantes em
tecidos moles das ostras cruas. CODEX (2008) é um sistema americano que
analisa a qualidade da agua e dos moluscos. Determina que nos bivalves crus
destinados ao consumo humano apresentem menos de 230 NMP g* de
Escherichia coli (E. coli). Food and Agriculture Organization (FAO, 2010)
determina que os moluscos bivalves vivos destinados ao consumo humano
imediato devem ter menos de 300 NMP de coliformes termotolerantes ou
menos de 230 E. coli por 100g de tecido e liquido intravalvar baseado em teste
de procedimento bacteriologico.



The European Union Shellfish Quality Assurance Programe - EUSQAP
determina quando a producédo de moluscos pode ser dirigida diretamente para
0os mercados consumidores ou, contrariamente, quando deve passar por um
processo de depuragdo ou descanso antes da comercializagéo. Prioriza ainda
a pesquisa da presenca de coliformes fecais e de E. coli diretamente na carne
e no liquido intervalvar dos moluscos, no qual 90% das amostras ndo podem
exceder 6.000 NMP 100g™de coliformes termotolerantes (RODGERS, 2001).

Internacional Commission on Microbiological Specifications for Foods -
ICMSF (1986) tem por objetivo prover informacdes cientificas basicas para
governos e industrias em temas relacionados a seguranca microbioldgica de
alimentos. Tem um padrdo mais rigoroso, no qual limita 16 NMP g* de
coliformes termotolerantes em bivalves frescos e congelados.

Apesar de este trabalho analisar somente a densidade dos coliformes,
sabendo que os bivalves acumulam microrganismos em seu interior, outros
parametros legais devem ser considerados para analise da agua, pois além do
uso da agua para recreacdo, 0 consumo destes organismos aquaticos
contendo material de origem fecal pode provocar doencas de veiculacéo
hidrica. A principal doenca relacionada a ingestdo de agua ou alimento
contaminado é a gastroenterite, geralmente causado pela infeccdo por
bactérias como o Vibrio cholerae, Shiggella sp., Salmonella typhi e Escherichia
coli (FAO, 2010; WHO, 2011).

Outro grupo utilizado como indicador de contaminacdo fecal sdo os
enterococos (CETESB, 2012). Possuem caracteristicas mais resistentes ao
ambiente marinho tornam-se mais adequadas para 0 monitoramento da
qualidade das aguas marinhas. Geralmente nado crescem no ambiente, tém
demonstrado maior tempo de sobrevivéncia na agua, e apresentam melhor
correlacdo com doencgas gastrointestinais do que o0s termotolerantes
(KINZELMAN et al., 2003; HAACK et al, 2003). Altas densidades de
coliformes, E. coli ou enterococos em aguas marinhas indicam um elevado
nivel de contaminacédo por esgotos, 0 que podera colocar em risco a saude dos
banhistas (CETESB, 2012).

Trabalhos como de Galvdo et al. (2006) e Pereira et al. (2006)
detectaram a presenca de enterococos tanto na 4dgua e como nos bivalves.

Martinez e Oliveira (2010) descrevem a importancia da analise dos enterococos
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como parametro de indicador fecal, pois foram detectados em densidades mais
elevadas deste organismo do que os termotolerantes, tanto na agua como nos
moluscos. Quando a andlise deste organismo combinada com os coliformes, o
resultado apresenta maior confiabilidade em relacdo a contaminagéo fecal
(Martinez e Oliveira, 2010).

Devido a grande importancia da qualidade microbiologica da agua onde
sdo extraidos os bivalves e as ostras em Cananéia, SP, elaboraram-se dois
artigos, no qual o primeiro entitula-se “Densidade colimétrica das areas de
extrativismo de ostras em relacdo aos fatores ambientais em Cananéia” e o
segundo “Determinagdo de coliformes na agua e no tecido mole das ostras

extraidas em Cananéia, SP”.

Objetivos Gerais

Avaliar a contaminagdo por material de origem fecal dos tecidos das
ostras e da agua onde estes organismos sao extraidos. Realizaram-se analises
microbioldgicas nas aguas do estuario de Cananéia, durante os anos de 2005 a
2011, verificando a densidade de coliformes em varios pontos onde se extraem
e produzem este bivalve.

Analisar e comparar 0s niveis de contaminagdo colimétrica através do
estudo da sua sazonalidade, variacdo ambiental e da comparacdo dos
resultados obtidos com os limites estabelecidos na resolucéo vigente.

Realizar estudos microbiolégicos de organismos bivalves provenientes
das &reas em estudo, visando estabelecer correlacdes entre a densidade
destes microrganismos no ambiente e a sua presenca nos tecidos das ostras,
com vistas a comparar aos limites estabelecidos pelas legislacdes nacionais e

internacionais.



Area de estudo

O municipio de Cananéia possui uma area de 1.340 Km?, associada a
uma pequena bacia hidrografica, fornecendo um aporte limitado de agua doce,
sedimentos e nutrientes (BARCELLOS et al., 2005). E uma das mais
importantes areas umidas da costa brasileira em termos de biodiversidade e
produtividade natural, reconhecido nacional e internacionalmente como terceiro
ecossistema mais produtivo do Atlantico Sul, devido as suas caracteristicas
ambientais estarem muito bem preservadas (UNESCO, 2005).

A interligacdo do sistema Cananéia-lguape com o oceano € realizada
através de trés desembocaduras: Icapara (ao norte), Cananéia (por¢cao central)
e Ararapira (ao sul) (BARCELLOS et al., 2005). A ilha de Cananéia é separada
do oceano por uma ilha de barreira a leste denominada Illha Comprida, ao sul
pela llha do Cardoso, ao norte pela Ilha de Iguape e ao norte e oeste pelo
continente. A Ilha Comprida separa-se do continente pelo Mar Pequeno que
rumo ao sul, divide-se formando dois mares, o de Cananéia e o de Cubatéo
(figura 1). Estes dois mares intercomunicam-se na baia de Trapandé, ao sul da
llha de Cananéia (BARCELLOS et al., 2005). Mar de Cananéia caracteriza-se
por sofrer uma maior influéncia da baia devido a proximidade com a barra de
Cananéia. O mar de Cubatéo localiza-se na por¢cdo mais abrigada do estuério,
junto ao continente e a Baia de Trapandé é a regido que sofre a maior
influéncia marinha, apresentando elevados valores de salinidade (AZEVEDO e
BRAGA, 2011).

O sistema possui ao longo de seus canais principais, um padrao
hidrodinamico influenciado pelas correntes de maré, assim como pela descarga
de 4gua doce que flui para o sistema (TESSER e SOUZA, 1998). Apresenta
temperatura média anual de 23,8° C e precipitacdo média anual de 2300mm
(SILVA, 1989).

No estuério de Cananéia ha um dos maiores bancos naturais do Brasil
da ostra de mangue Crassostrea brasiliana (sin. C. rhizophorae), situados nos
manguezais que circundam a zona entremarés e também os bancos de fundo,
na zona inflalitoral (PEREIRA et al., 2001). A exploracdo deste bivalve é de
grande importancia para a regido por ser a principal fonte de renda para
diversas comunidades (PEREIRA, op cit.).
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Figura 1: (a) Localizacdo da area de estudo no Estado de Sao Paulo, municipio
de Cananéia. Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/wiki/Cananeia, acesso em
julho de 2012. (b) Mapa do Complexo Estuarino Cananéia-lguape.



Apresentacao da Dissertagéo

Os resultados da presente dissertacdo sao apresentados sob a forma de
dois artigos cientificos. Entre os anos de 2005 a 2011, mensurou-se valores de
coliforme totais e termotolerantes nas é&reas de extrativismo da ostra
Crassostrea sp. no municipio de Cananéia, SP. Devido a importancia
microbiolégica das ostras em relacdo com o ambiente onde sdo extraidos,
verificou-se o nivel de contaminacdo por coliformes nas areas de producéo,

comparando os resultados com a legislacéo vigente.

Capitulo 1: Densidade colimétrica das areas de extrativismo de ostras em
relacdo aos fatores ambientais em Cananéia.

O objetivo deste trabalho foi verificar a densidade de coliformes na agua,
correlacionando os resultados com as variacdes ambientais. Este artigo seguiu

as normas da revista “Pesquisa Agropecuaria Brasileira”.

Capitulo 2: Determinacéo colimétrica na agua e no tecido mole das ostras
extraidas em Cananéia, SP.

Neste trabalho, determinou-se a densidade de coliformes totais e
termotolerantes do tecido das ostras e sua relagcdo com o nivel de coliformes
na agua onde foram extraidos. Este artigo seguiu as normas da revista

“Pesquisa Agropecuaria Brasileira”.
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CAPITULO 1
Densidade colimétrica das areas de extrativismo de ostras em relacao aos fatores

ambientais em Cananéia.
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Resumo - O estuario de Cananéia apresenta condicdes propicias para a producéo e extracdo da
ostra nativa Crassostrea sp., entretanto estd sujeito a diversos tipos de contaminacdo por
agentes patogénicos. A presenca de coliformes na agua é um importante parametro da
contaminacdo microbiologica e sua densidade varia conforme diferencas sazonais e
ambientais. Para avaliar a qualidade microbioldgica da &gua no estuario de Cananéia,
realizou-se analise colimétrica durante o periodo de 2005 a 2011, verificando a variacao dos
coliformes em relacdo aos fatores ambientais. No laboratorio, as amostras foram submetidas a
analise para a determinacdo do Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e
Termotolerantes, utilizando a Técnica de Tubos Multiplos. A média geométrica verificada
neste trabalho foi de 37,56 NMP 100mL™ de coliformes totais e 17,98 de coliformes
termotolerantes, apresentando-se dentro do limite permitido pela resolucgio CONAMA 357/05,
mas o percentil dentro do estabelecido foi de 80%. Andlise dos estofos de maré apresentou
variacdes nas densidades colimétricas ao longo do estudo. As flutuacdes das densidades

podem ser explicadas pela variacdo ambiental, na qual se verificou que a densidade de
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coliforme teve uma correlacdo negativa em relagdo a salinidade e positiva em relacdo a
pluviosidade.

Termos para indexagdo: Coliformes totais e termotolerantes, qualidade da agua, Crassostrea

sp.

Colimetric density assay of oyster harvesting areas in relation to environmental

factors in Cananeia.

Abstract — The Cananeia’s estuary shows favorable conditions for the production and
extraction of the native oyster Crassostrea sp., howeveris subject to various types
of contamination by pathogens. The presence of coliforms in water is an important parameter
for microbiological contamination and its concentration varies with environmental and
seasonal factors. To assess the microbiological quality of the water in the Cananeia’s estuary,
were submitted to colimetric analysis, were done during the years 2005 to 2011, and the
coliform bacteria variation in relation to environmental condition were observed. In the
laboratory, samples were analyzed to determine the Most Probable Number of total and
thermotolerant coliforms, based on the Multiple Tube Technique. The geometric mean
observed in this work was 37,56 NMP 100mL™ oftotal coliforms, and 17,98 for
thermotolerant coliforms, these values were within the limit permitted by CONAMA
Resolution 357/05, but within the established percentil was 80%. Rates fluctuations can be
explained by environmental variation: coliform concentration has a negative correlation with
respect to salinity and positive with in relation to rainfall. The analysis showed the upholstery
tidal variations in concentrations throughout in this study.

Index terms: Total and thermotolerant coliform, water quality, Crassostrea sp.
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Introducéo

O complexo estuarino-lagunar de Cananéia, Iguape e Paranagué situa-se ao sul do
estado de Séo Paulo (Brasil) e € uma das mais importantes areas Umidas da costa brasileira em
termos de biodiversidade e produtividade natural (UNESCO, 2005). Foi reconhecida nacional
e internacionalmente como o terceiro ecossistema mais produtivo do Atlantico Sul pela Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) em 1992, devido as suas principais
caracteristicas ambientais estar ainda muito bem preservadas (UNESCO, 2005).

O estuério € influenciado pelas forcantes ambientais (movimentos das marés, de
descargas fluviais e dos ventos) como também pelas acBes antropicas (lancamento de
efluentes domeésticos e industriais ndo tratados) que afetam diretamente a qualidade da agua e
a distribuicdo dos organismos aquaticos (MIRANDA et al., 2002). O complexo estuarino-
lagunar de Cananéia é considerado maior produtor de ostras em bancos naturais da Regido
Sudeste-Sul do Brasil e apresenta condi¢cbes ambientais propicias, representando um dos
principais recursos naturais explorados, tanto para o comércio como para 0 consumo local
(PEREIRA et al., 2003).

Assim sendo, torna-se de fundamental importancia a verificagdo periddica da
qualidade da agua das areas de cultivo, para avaliar a qualidade microbiolégica dos moluscos
bivalves. Entretanto, a principal dificuldade do monitoramento da qualidade da dgua de um
determinado local é o estabelecimento de indicadores adequados e a definicdo dos critérios a
serem adotados para esta avaliacdo (BARBIERI e DOI, 2012).

As aguas do estuario de Cananéia podem ser enquadradas na Resolucdo CONAMA n°
357 (2005) como aguas salobras por apresentar salinidade entre 0,5 e 30 e na Classe 1, as
quais sdo destinadas a protecdo das comunidades aquaticas e a criacdo natural e/ou intensiva
(aquicultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana. Segundo a Resolugio CONAMA

“Para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, a média geométrica
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da densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local, ndo devera exceder 43 NMP/100 mL, e o percentil 90% né&o devera ultrapassar
88 coliformes termolerantes por 100 mL”.

A sobrevivéncia de bactérias fecais no ambiente aquatico € determinada por varios
fatores ambientais, tais como variacdes de temperatura, salinidade, niveis de oxigénio,
irradiacdo ultravioleta e pluviosidade (BORDALO et al., 2002; HUGHES, 2003; CRAIG et
al., 2004). Além destas variaveis ambientais, a maré também tem grande influéncia da
hidrodinamica local (MILL et al., 2006), provocando a dispersdo desses microrganismos e
conseqiientemente variando a sua densidade no ambiente. Trabalhos como de KOLM e
ANDRETTA (2003) e de BARBIERI e MACHADO (2006) analisaram a correlacdo de
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos no ambiente aquatico, verificando que houve interacdo
entre os dados analisados.

Os coliformes termotolerantes apresentam-se em grandes densidades nas fezes de
animais de sangue quente e sdo utilizados como indicadores de poluicdo fecal recente das
aguas destinadas a potabilidade e balneabilidade (ALM et al., 2003; POPE et al., 2003;
CETESB, 2004; LEBARON et al., 2005). Estes organismos ndo encontram condi¢6es ideais
para multiplicar-se na &gua e morrem em um curto periodo de tempo. Sao facilmente isolados
e identificados na agua por meio de técnicas simples e rapidas (CETESB, 2004).

Diante da importancia da qualidade da agua onde ocorre a extracdo e manejo das
ostras Crassostrea sp., 0 presente trabalho teve como objetivo averiguar o nivel de
contaminacdo por coliformes nas areas de producdo desses organismos. A hipGtese deste
trabalno é de que com as variacbes ambientais fisicos-quimicos (pH, pluviosidade,
temperatura e salinidade) havera alteracdo das densidades dos coliformes. Os resultados
obtidos foram comparados com a legislacdo vigente, para verificacdo da qualidade da agua

em relacdo a contaminagdo microbioldgica para a producdo de moluscos bivalves.
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Materiais e Métodos

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011, foram coletadas, quinzenalmente,
amostras de aguas estuarinas nos locais de producédo de ostra em Cananéia (Figura 2), em
ambas as fases de maré (sizigia e quadratura). Os locais analisados foram Mandira, Itapitangui,
Cooperostra, Taquari, Ilha da Casca e Retiro. As variaveis ambientais (temperatura, pH e
salinidade) foram obtidas no proprio local da coleta com o auxilio do equipamento de
medicdo Multiparametro YSI-63. Os dados pluviométricos foram obtidos da estacdo
meteoroldgica do Instituto oceanografico da USP em Cananéia, quinzenalmente do ano de

2011, sendo adotado como parametro o valor médio dos 5 dias que antecederam a coleta de

agua.
-249 -
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Figura 2: Localizagdes dos pontos de coleta da agua para analise colimétrica e mensuracéo
dos dados ambientais “in situ” (6 pontos de coleta).
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As amostras de agua foram coletadas em profundidade de 15 a 30 cm, abaixo da
superficie, com frasco voltado contra o sentido da correnteza (APHA, 2005). Utilizaram-se
frascos de vidro neutro de borossilicato previamente autoclavados e em seguida, as amostras
foram armazenadas em caixa isotérmica refrigerada e transportado ao laboratério. A
metodologia utilizada para amostragem obedeceu as normas descritas pelo Standard Methods
for the examination of water and wastewater e 0 método analitico utilizado para determinacgéo
do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes foi a Técnica de Tubos Multiplos (APHA,
2005).

As amostras foram diluidas conforme APHA (2005) em trés séries com cinco tubos
cada contendo Caldo Lauryl Sulfato de Sddio. Os tubos foram incubados em estufa a 35°C
por 24 — 48 h. Os tubos que apresentaram producdo de gas nos tubos de Durham e
acidificados (coloragdo amarelada) foram considerados positivos.

Para confirmacdo de coliformes totais, os tubos que foram considerados positivos
foram repicados em Caldo Verde Bile Brilhante (2%) incubadas a 35°C + 1°C por 48h. Para
coliformes termotolerantes, as amostras foram repicadas e incubadas em EC (meio especifico
para Escherichia coli, utilizado como indicador de bactéria entérica patogénica) por um
intervalo de 18 a 24h a 44,5°C £ 0,2°C. Ap0s este periodo, foram considerados positivos 0s
tubos que apresentaram producao de gas. O resultado das densidades de coliformes totais e
termotolerantes foram expressos em Ndmero Mais Provéavel por 100 mL (NMP 100mL™).

Utilizou-se o teste estatistico Shapiro-Wilk para verificar a normalidade. Como néo
apresentou distribuicdo normal, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KW-
H) para comparacdo do nivel de contaminacdo dos coliformes nos diferentes pontos de coleta,
tanto nos estofos de maré quanto na sazonalidade. Utilizou-se a Correlagdo Linear de

Spearman para verificar se houve correlacdo entre a densidade de coliformes e os dados
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ambientais coletados neste trabalho. Utilizou-se teste estatistico de Friedman para comparar
as densidades de coliformes totais e termotolerantes entre os estofos das marés (ZAR, 1999).
Coeficientes de correlacdo foram determinados entre o NMP de coliformes e a
salinidade, temperatura e pluviosidade. Considerou-se Muito Fraca Correlagdo (MFC) para
valores inferiores a 0,50; Fraca Correlagcdo (FRC) com valores obtidos entre 0,50 e 0,70; Forte
Correlacédo (FC) entre 0,70 e 0,89 e Correlacdo Muito Forte (CMF) para valores entre 0,90 e

1,00 (adaptado de CABRAL et al., 2006).

Resultados e Discussao

Os resultados do presente estudo demonstraram a variabilidade temporal da densidade
de coliformes na area analisada. O NMP de coliformes totais (CT) das amostras variou de 2,0
a 1.600 NMP 100mL™, com média geométrica de 38,46 NMP. Coliformes termotolerantes
(Ct) apresentaram variacdo de 2,0 a 300 NMP 100mL™, com média geométrica de 18,80
NMP. Verificou-se que os valores estdo dentro dos limites permitidos pelo CONAMA
357/2005.

Entretanto, analisando o percentil das amostras pela legislacdo verificou-se que
somente 80% dos dados estavam abaixo do limite estabelecido, indicando que apesar da
média geométrica estar dentro do estipulado, a quantidade de valores acima do valor
determinado mostrou que a agua estava insatisfatoria no periodo estudado. Portanto se faz
necessario um acompanhamento continuo dos contaminantes fecais das areas com producéo
aquicola.

Monitorar a contaminacdo da agua através da colimetria no estuario de Cananéia
justifica-se pelo fato desta regido ser considerada um importante produtor de moluscos
bivalves. BARBIERI e MACHADO (2006) e RISTORI et al. (2007) utilizaram a enumeracao

de coliformes a fim de averiguar o nivel de contaminagdo fecal nas aguas de extracdo de
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ostras em Cananéia, objetivando possibilidade de riscos que estes microrganismos podem
causar quando destinados ao consumo humano. No presente trabalho, altas densidades de
coliformes podem ter sido influenciadas pelo lancamento de efluente de esgoto proximo aos
pontos de coleta.

Verificou-se que os dados colimétricos aumentaram conforme aumentou o nivel
pluviométrico. No inverno constatou a menor média de coliformes (CT = 24,29 NMP e Ct =
11,19 NMP) e a menor média pluviométrica (0,54 mm/dia). No verdo, ao contrario,
mensurou-se a maior média pluviométrica (2,54 mm/dia) com elevada densidade de

coliformes (CT = 110,23 NMP e Ct = 41,69 NMP) (tabela 1).

Tabela 1. Média geométrica (desvio padrdo geométrico) dos coliformes totais e
termotolerantes em relacio a sazonalidade em NMP 100mL™ Média das variaces
ambientais: salinidade, temperatura (°C), pluviosidade (mm/dia) e pH e seus respectivos
desvios padrdes entre parénteses.

Colif. Totais Col. Termot.  Salinidade  Temperatura Pluviosidade pH

Outono 32,89 (2,95) 17,10 (2,95) 1850 (4,27) 22,90 (2,84) 1,60 (1,50) 7,36 (0,56)
Inverno 2429 (458) 11,19 (3,31) 20,62 (4,43) 19,62 (2,12) 0,54 (0,64) 7,20 (0,61)
Primavera 25,71 (4,22) 16,46 (5,45) 16,60 (5,37) 23,58 (1,59) 1,44 (1,70) 7,09 (0,62)
Verio 110,23 (4,68) 41,69 (4,00) 12,30 (6,59) 26,33 (1,64) 2,54 (2,00) 6,98 (0,58)

RISTORI et al. (2007) realizaram estudos na costa sul do Brasil, no qual obtiveram
tendéncias de contaminacéo relacionados as variacGes sazonais, detectando um nivel elevado
de coliformes fecais no verdo, provavelmente devido a pluviosidade e aumento tipico da
populacdo turistica na época. Neste trabalho, altas densidades de coliformes no verdo indicam
um elevado nivel de contaminacdo por efluentes langados na &gua sem tratamento, ocasionado
pelo afluxo de turistas e grandes volumes pluviométrico que aumenta a vazdo de esgotos
gerados nessa epoca. Houve diferenca significativa entre as sazonalidades nas densidades de
coliformes totais (KW-H = 13,71 e p = 0,0033) e termotolerantes (KW-H = 1359 e p =

0,0035).
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Através da correlacdo de Spearman, observou-se que houve uma correlagdo muito
forte positiva entre a pluviosidade e coliformes totais (r=0,95, p< 0,0001) e termotolerantes
(r=0,94, p< 0,0001) (figuras 3 e 4, respectivamente), concordando com estudos de BARBIERI
e MACHADO (2006), VIEIRA et al. (2008) e MIQUELANTE e KOLM (2011). Estes
trabalhos descreveram que a pluviosidade interfere nas densidades de coliformes na 4gua, pois
esta forcante tem a capacidade de arrastar esgotos e residuos solidos para 0s cursos d'agua que,
por sua vez, afluem para o estuério.

Observou-se que no inverno a média da salinidade foi mais elevada (20,62)
comparada com as outras estagdes do ano, mas a temperatura e a pluviosidade apresentaram
as menores medias, caracteristica de regides subtropicais. No verdo constatou-se 0 inverso,
com maior media colimétrica e menor média de salinidade. Estatisticamente, ndo apresentou
correlacéo significativa concordando com trabalho de SILVA et al. (2003). BORDALO et al.
(2002) relataram que os coliformes tém pouca tolerancia a altas salinidades das aguas
marinhas, sendo assim sua deteccdo nesse ambiente denota uma descarga recente e constante
de matéria fecal.

De acordo com KOLM e ANDRETTA (2003), a amplitude da variacdo da salinidade
em estuarios € muito alta, podendo ser encontradas neste ecossistema tanto bactérias que
possuem adaptacOes para tolerar elevadas salinidades (halofilicas) como bactérias que vivem
em aguas com baixo teor de sal (halofdbicas).

A temperatura da agua apresentou uma varia¢do sazonal bem regular. No periodo
amostral a temperatura variou entre 17,4 °C a 28,4 °C, sendo a minima registrada no més de
agosto (inverno) e a maxima no més de fevereiro (verdo). Verificou-se correlacdo muito fraca
entre a temperatura da &gua e a colimetria (CT: r= 0,16, p= 0,34 e Ct: r= 0,062, p= 0,73),

concordando com trabalhos de RISTORI et al. (2007) e RAMOS et al. (2010).
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Figura 3: Correlacdo entre as médias pluviométricas e os valores de coliformes totais (n=24).
O resultado apresentou uma correlagcdo positiva muito forte, indicando que a densidade de
coliformes na &gua foi alta com o alto indice de pluviosidade.
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Figura 4: Correlacdo entre as médias pluviométricas e os valores de coliformes
termotolerantes (n=24). O resultado apresentou uma correlagdo positiva muito forte,
indicando que a densidade de coliformes na agua foi alta com o alto indice de pluviosidade.
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O valor médio do pH foi de 7,16, sendo o minimo de 5,89, observado no verdo de
2007 e 0 méaximo de 8,26, no inverno de 2008. O ambiente com pH &cido (em torno de 5,0),
favorece a sobrevivéncia da E. coli, ao passo que o pH da dgua do mar (em torno de 8,0),
contribui para um efeito deletério na sobrevivéncia da bactéria (ROZEN e BELKIN, 2001).
GALVAO et al. (2006) analisaram a contaminagio microbioldgica nas aguas de cultivo de
mexilhdes em Ubatuba (SP) juntamente com valores de pH, porém, constataram que nédo
estavam relacionados entre si.

Durante o estofo de preamar e baixa-mar da quadratura, as densidades de coliformes
totais foram bem maiores em relacdo a maré de sizigia. Entretanto, em relacdo aos coliformes
termotolerantes (figura 5), verificou-se que as densidades foram maiores no estofo de baixa-

mar de sizigia seguido pelo estofo de baixa-mar de quadratura. Este periodo de coleta foi
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Figura 5: Médias das densidades de coliformes totais e termotolerantes na dgua em relacdo
ao estofo das marés de sizigia e quadratura. As barras representam 0s respectivos desvios
padroes.
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caracterizado por maior pluviosidade, podendo ter influenciado nos valores coletados.
Resultado similar foi observado no trabalho de MIQUELANTE e KOLM (2011) na
desembocadura da Gamboa Olho d’agua (PR), onde valores elevados de coliformes
termotolerantes foram observados nos periodos de chuva durante a baixa-mar.

Segundo KOLM e ANDRETTA (2003) os maiores valores de coliformes totais
registrados ocorreram durante a maré baixa no estudo realizado no corrego do Perequé, Pontal
do Sul (PR), evidenciando uma relacdo direta entre as marés e a densidade de coliformes.
Ainda segundo o autor, esse periodo foi caracterizado por altas pluviosidades, o que também
pode ter influenciado a alta densidade registrada.

Através do teste estatistico de Friedman, compararam-se os valores de coliformes no
estofo de preamar e baixa-mar da sizigia e quadratura foram comparados e encontrou-se
diferenca significativa entre preamar sizigia e baixa-mar sizigia, preamar quadratura e baixa-
mar quadratura (tabela 2). Na comparacdo entre baixa-mar de sizigia com preamar de

quadratura somente coliforme termotolerante apresentou diferenca significativa (p=0,006).

Tabela 2: Teste ndo paramétrico de Friedman comparando as densidades de coliformes totais
e termotolerantes entre os estofos de preamar e baixa-mar, e os estofos de sizigia e quadratura
(graus de liberdade 3, 0<0,05). Em negrito os valores que apresentaram diferenca significativa.

Estofos Coliforme total  Coliforme termotolerante
Preamar Sizigia x Baixa-mar Sizigia 0,02664 0,001831
Preamar Sizigia x Preamar Quadratura 0,000885 0,02124
Preamar Sizigia x Baixa-mar Quadratura 0,0003357 0,01062
Baixa-mar Sizigia x Preamar Quadratura 0,1598 0,006225
Baixa-mar Sizigia x Baixa-mar Quadratura 0,9875 0,05145
Preamar Quadratura x Baixa-mar Quadratura. 0,6698 0,9032

A ocupacgdo desordenada do solo, os loteamentos irregulares, o avango imobiliario
sobre as regides de mangues e restingas e a falta de saneamento bésico constituem fonte

permanente de polui¢do do estuario por residuos orgéanicos e esgotos domesticos, tornando
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alguns locais sujeitos a contaminacdo, principalmente em determinadas épocas do ano
(BARBIERI e MACHADO, 2006; BARBIERI e DOI, 2012).

O acompanhamento das densidades de coliformes, em varios pontos do estuario se faz
necessario, com o objetivo de averiguar as suas densidades durante as variacdes das mares e
principalmente a eficiéncia da estacdo de tratamento de esgoto de Cananéia. Além disso, faz-
se necessaria a determinacdo microbioldgica nas aguas das varias localidades onde se estdo

cultivando ostras, para se evitar risco a satde do consumidor.

Conclustes

1. Percentis dos dados de coliformes apresentaram fora do limite, mas as médias
geométricas dos microrganismos analisados estavam dentro do padrdo estipulado pela
legislacdo vigente.

2. Houve correlacao positiva entre coliformes totais e termotolerantes em relacédo
a pluviosidade e negativa em relacdo a salinidade.

3. Preamar de sizigia apresentou menor densidade de coliformes e diferiu
significativamente dos outros estofos analisados em relacdo a densidade de coliformes,

confirmando a hipétese descrita neste trabalho.
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Resumo — Este estudo objetivou avaliar a qualidade microbiolégica da agua de vaérias
localidades onde se produzem ostras Crassostrea sp. no estuario de Cananéia, tanto como nos
bivalves através das densidades de coliformes. Durante os anos 2005 a 2011, foram coletadas
amostras de dgua em 10 localidades. No laboratério, as amostras de agua e das ostras foram
submetidas a analise para a determinacdo do Numero Mais Provavel de coliformes, baseado
na Técnica dos Tubos Mudltiplos e avaliado conforme a legislacdo vigente. As localidades
Mandira, Pedrinhas, Retiro e Ilha da Casca foram as que apresentaram menores densidades de
coliformes na agua. A analise da dgua apresentou média geométrica de 54,48 de coliformes
totais e 24,67 NMP 100mL™ de termotolerantes. Médias de coliformes nos tecidos das ostras
foram 18,78 de total e 15,53 NMP g™ de termotolerantes. Verificou-se diferenca significativa
entre as localidades analisadas em relacdo a densidade de coliformes totais e termotolerantes
na agua. Analisaram-se as variacfes das contagens bacterianas em relacdo a sazonalidade,

verificando que no outono apresentou a maior media de coliformes nas ostras, sendo 0s
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maiores dados coletados no més de Abril. Houve correlacao positiva entre coliformes na agua
e na ostra.
Termos para indexacdo: coliformes totais e termotolerantes, estuario, contaminacao

microbiologica, extracao de bivalves.

Coliforms determination of water and tissue of oysters extracted in Cananeia, SP

Abstract - This study aimed to evaluate the microbiological quality of water from the various
locations where extracted oyster Crassostrea sp. in the Cananeia’s estuary, as well as of the
bivalve, through the densities of coliforms. During 2005 at 2011 were collected samples of
water in 10 points. In the laboratory, water samples and oysters were analyzed to determine
the Most Probable Number of coliforms, based on the Multiple Tube Technique and as
analyzed to current legislation. The locations Mandira, Pedrinhas, Retiro and Ilha da Casca
were what had lower densities of coliforms in water. The analysis of the water had geometric
mean of the 54.48 total coliform and 24.67 MPN 100mL™ of the thermotolerant. Means of the
coliforms in soft tissues of oyster were 18.78 MPN of total and 15.53 MPN g* of
thermotolerant coliform. There were a significant difference in the locations analyzed in
relation to the concentration of total and thermotolerant coliform in water. Observed that the
autumn had the highest means of coliforms in oysters in relation to seasonality, and the hight
data were collected in the April. There was a positive correlation between coliforms in water
and oysters.

Index terms: total and thermotolerant coliforms, estuary, microbiology contamination,

shellfish extraction.
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Introducéo

Os ambientes estuarinos estdo sujeitos a diferentes tipos de contaminagéo, como as de
veiculacdo microbioldgica pelo langcamento de efluentes domésticos langados in natura no
ambiente, que podem causar riscos a saude humana (GARCIA, 2005). O estuario de Cananéia
é considerado uma das areas Umidas mais importantes da costa brasileira em termos de
biodiversidade e produtividade natural, reconhecido nacional e internacionalmente como
terceiro ecossistema mais produtivo do Atlantico Sul, devido as suas caracteristicas bem
preservadas (UNESCO, 2005). Possui condic¢des propicias para a formacgéo de bancos naturais
e implantacdo de engorda e extracdo de ostra Crassostrea sp., sendo esta regido responsavel
pela maior producéo de ostras do estado de Sdo Paulo (PEREIRA et al., 2003; RISTORI et
al., 2007).

Os moluscos bivalves sdo organismos filtradores que se alimentam das particulas e
microalgas que se encontram na agua e acumulam em seus tecidos, grandes quantidades de
substancias organicas, inorganicas, além dos microrganismos presentes no ambiente, atuando
como bioindicador da insalubridade da agua (SILVA et al., 2003; PEREIRA et al., 2006;
ZANETTE et al., 2006).Nesse sentido, a qualidade microbiolédgica da adgua foi monitorada
através dos niveis de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal, como os coliformes. Este
bioindicador se relaciona com o risco potencial de contrair doencas infecciosas por meio de
sua utilizacdo para recreacdo e em alimentos contaminados (TOURON et al., 2007). O habito
de consumir ostras cruas ou levemente cozidas pode contribuir para o surgimento de diversos
casos de doengas transmitidas por alimentos (POTASMAN et al., 2002; MENDES et al.,
2004). Assim sendo € necessario avaliar os contaminantes microbioldgicos tanto para a agua
como para os moluscos frescos.

O grupo dos coliformes é caracteristico de organismos que crescem no trato

gastrointestinal de animais de sangue quente, entdo sua presenca no ambiente e nos
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organismos cultivados, indica contaminacdo fecal (AMARAL et al., 2003; SILVA et al.,
2006; CODEX, 2008). Coliforme termotolerante € um dos patégenos amplamente utilizados
no monitoramento da qualidade microbiolégica da &gua em que se deseja constatar
contaminacéo fecal recente ou de condigdes sanitarias insatisfatdrias (SILVA et al., 2006).

Em paises como os EUA, Chile e Brasil o cultivo e a extracdo dos bivalves sédo
controladas pela analise da qualidade de agua (SILVA et al., 2006). Entretanto, o nivel dos
coliformes pode ser afetado por fatores tais como as correntes, ventos e a chuva que ocorre na
vizinhanca do estuario (MACHADO et al., 2000; MIQUELANTE e KOLM, 2011).

Na tentativa de minimizar os problemas relacionados a qualidade sanitaria dos
moluscos bivalves, programas como o Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de
Moluscos Bivalves (PNCMB, 2011) e Codex Alimentarius (CODEX, 2008) estabelecem
limites permissiveis de contaminacédo de origem fecal para os moluscos (GARCIA, 2005).

Diante da importancia da qualidade da agua nas areas de extracéo da ostra Crassostrea
sp. e contaminacdo por microrganismos fecais, este trabalho teve como objetivo comparar a
densidade de coliformes nas aguas das areas de extracdo com aqueles do tecido mole destes
moluscos bivalves no municipio de Cananéia, SP. Os resultados foram avaliados de acordo
com a legislacdo vigente. A hipdtese deste trabalho foi que a densidade de coliformes no

tecido da ostra relacione-se diretamente com a contaminacéo de coliformes na agua.

Materiais e Métodos
Foram coletadas amostras de aguas estuarinas em dez localidades situadas no
municipio de Cananéia (SP), no periodo de 2005 a 2011, onde se desenvolve a engorda e a
extracdo de ostras (Crassostrea sp.) em tabuleiros fixos. As aguas foram coletadas nas
comunidades Agrossolar, Cooperostra, llha da Casca, Itapitangui, Mandira, Mosquiteiro,

Pedrinhas, Pier, Retiro e Taquari, referenciados através do aparelho GPS (Global System

36



Position). Estes pontos foram escolhidos por caracterizarem a estacdo amostral e devido a
proximidade dos tabuleiros de engorda (figura 6). As andlises das variaveis ambientais
temperatura (°C), pH, salinidade e oxigénio dissolvido (mg L™) foram obtidos na prdpria area

da coleta com o auxilio do equipamento de medicao Multiparametro YSI-63.
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Figura 6: Localidades onde foram coletadas as aguas para analise microbioldgica em
Cananéia, SP (10 pontos de coleta).

As amostras de agua foram coletadas manualmente, em contra corrente na
profundidade de 15 a 30 cm, utilizando-se frascos de vidro neutro de borossilicato. A seguir
foram armazenadas em caixa isotérmica refrigerada para transporte e analisadas dentro de um
periodo maximo de 6 horas a partir da amostragem em campo.

Nos mesmos periodos das coletas das aguas, as ostras foram adquiridas antes de passar
pelo processo de depuracdo, na Cooperativa dos Produtores de Ostras de Cananéia
(Cooperostra) que consiste em uma cooperativa comunitaria que possibilitou a organizacao da

comercializacdo das ostras da regido (GARCIA, 2005),
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A anélise da agua e do tecido mole da ostra foi realizada no laboratorio do Consaude -
Nucleo Regional de Registro, situado a 50 km de Cananéia. No laboratdrio, as amostras foram
submetidas a analise para a determinacdo do NMP (Numero Mais Provavel) de Coliformes
Totais (Ct) e Termotolerantes (CT), baseado na Técnica dos Tubos Mdltiplos e seguindo a
metodologia descrita pelo Standard Methods for the examination of water and wastewater
(APHA, 2005).

A agua foi diluida em &gua tamponada de proporcéo 1:9, obtendo diluicdes decimais
seriadas de 10™ a 107 (realizada em duplicadas). 20 g do tecido mole da ostra recolhido em
condicdes assépticas em recipiente estéril e homogeneizados em 180 mL de agua tamponada.
As amostras foram diluidas conforme APHA (2005) contendo Caldo Lauryl Sulfato de Sodio.
Os tubos contendo amostra da agua como da ostra foram incubados em estufa a 35°C por 24 —
48 h. Os tubos que apresentaram producdo de gas nos tubos de Durham e ou acidificados
(coloracdo amarelada) foram considerados positivos.

Para confirmacdo de coliformes totais, 0s tubos que foram considerados positivos no
teste anterior, foram repicados em Caldo Verde Bile Brilhante (2%) incubadas a 35°C + 1°C
por 48h. Para coliformes termotolerantes, as amostras foram repicadas e incubadas em EC
(meio especifico para Escherichia coli, utilizado como indicador de bactéria entérica
patogénica) por um intervalo de 18 a 24h a 44,5°C % 0,2°C. Apo0s este periodo, foram
considerados positivos 0s tubos que apresentaram producdo de gas. O resultado das
densidades de coliformes totais e termotolerantes nas aguas foram expressos em NUmero
Mais Provavel por 100 mL (NMP 100mL™) e NMP g para o tecido da ostra.

Fez-se o teste estatistico Shapiro-Wilk no qual mostrou que a distribuicdo dos dados
ndo se ajustou a normalidade. A distribuicdo ndo sendo normal, utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (KW-H) para comparacdo do nivel de contaminagdo nos

diferentes pontos de coleta e para os dados do tecido da ostra analisados, tanto mensalmente
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quanto sazonalmente. O teste Correlacdo Linear de Spearman verificou a existéncia de

correlagdo entre os coliformes na agua e no tecido da ostra (ZAR, 1999).

Resultados e Discusséo

A temperatura da agua mensurada neste trabalho variou de 17 e 29°C (média de
22,85 °C), apresentando caracteristica de regides subtropicais. A salinidade variou entre 0,5 e
27,8, 0 pH entre 5,89 e 8,26 (média 7,23) e 0 oxigénio dissolvido teve média de 5,82 mg L. A
média geomeétrica geral de coliformes totais foi de 54,48 e a de termotolerantes de 24,67 NMP
100mL™.

As aguas da regido de Cananéia podem ser classificadas como salobra segundo a
resolugdo CONAMA n° 357/2005, por apresentarem salinidade de 0,5 a 30. Esta resolucdo
normatiza para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, pH entre 6,5 e
8,5, oxigénio dissolvido (OD) sendo maior que 5 mg L™ e a média geométrica da densidade de
coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local, ndo
devera exceder 43 por 100 mililitros, além disso o percentil de 90% n&o devera ultrapassar 88
coliformes termotolerantes por 100 mililitros. Os dados ambientais coletados neste trabalho
apresentaram valores dentro dos parametros definidos por esta resolucéo para aguas salobras de
classe 1, destinados a conservacao ambiental e aquicultura.

Os NMP de coliformes totais e termotolerantes da agua variaram de 2 a 1.600 NMP
100mL™ nas diferentes areas de engorda e extracdo. Mosquiteiro, Pier, Itapitangui e Taquari
foram as areas que apresentaram as maiores médias geométricas de coliformes totais, mas
somente Mosquiteiro e Pier apresentaram médias elevadas nos termotolerantes (tabela 3).
Apesar de Pier ndo ser uma area em que se extraiam ostras, foi utilizado como referéncia

(controle) de localidade com contaminacdo microbioldgica.
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Tabela 3: Média geométrica em NMP 100mL™ dos coliformes totais (Ct) e termotolerantes
(CT) das localidades analisadas , seu desvio padrdo geométrica (DP) e percentagem abaixo de
88 NMP 100mL™.

C.total DP(geom.) %  C.termot. DP(geom.) %

Cooperostra 47,26 4,82 64,29 25,28 4,60 74,07
Mosquiteiro 186,08 3,98 14,29  116,84* 5,66 33,33
Itapitangui 155,95 4,51 21,27 38,20 4,76 80,00
Mandira 17,92 2,88 83,33 9,34 3,32 90,91**
Pedrinhas 11,54 2,59 100,00 5,17 2,43 100,00**
Agrossolar 38,72 5,93 78,57 19,37 7,03 84,62
Pier 331,54 4,11 16,67  125,18* 5,95 52,94
Taquari 100,13 4,26 54,55 26,78 4,90 78,57
Retiro 23,27 3,11 83,33 11,36 3,01 100,00**
I.Casca 17,49 2,60 92,31 11,50 2,30 100,00**

* Estdo acima dos limites permitidos pela legislagio CONAMA 357/2005.
** Percentual dentro do limite da legislacéo vigente.

Valores elevados de coliformes encontrados nestas areas podem estar sofrendo
influéncia da proximidade da cidade com despejo de efluentes, considerado a principal causa da
contaminacdo das dguas. A média geométrica geral dos termotolerantes apresentou-se dentro do
limite estabelecido, mas somente 78,10% estavam abaixo do critério estipulado em relacdo ao
percentil, indicando contaminagdes acima do permitido.

As areas com menores médias colimétricas foram Ilha da Casca, Mandira, Retiro e
Pedrinhas. Estas areas apresentaram valores de coliformes entre 2 e 130 NMP 100mL™ de totais
e de termotolerantes entre 2 e 170 NMP 100mL™, apresentando pouca variacdo na amplitude
entre os dados coletados. Verificou-se diferenca estatistica significativa entre as localidades
analisadas entre os valores de coliformes totais (KW-H = 48,65 e p<0,0001) e entre os valores
de termotolerantes (KW-H = 38,68 e p<0,0001). Observou-se diferenca estatistica entre o nivel
de contaminacdo da area mais contaminada (Pier, Mosquiteiro, Itapitangui e Taquari) com as

localidades menos contaminadas (Pedrinhas e Ilha da Casca) (figura 7).
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Figura 7: Médias dos coliformes totais e termotolerantes (NMP 100mL™) em suas
respectivas localidades. As barras apresentam os seus respectivos desvios padroes.

RAMOS et al. (2010) analisaram amostras de dgua e de ostras quanto a quantidade de
coliformes em alguns pontos da Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, constatando que houve
diferenca significativa entre os pontos de coleta, com valores mais elevados em uma regido que
ndo permite uma circulacdo eficiente das dguas, o que dificulta a diluicdo dos dejetos (quando
ocorrem os despejos).

A contagem de coliformes totais no tecido da ostra variou de 0,43 a 240 NMP g e dos
termotolerantes de 0,24 a 240 NMP g™, sendo os valores médios de 18,78 NMP g™ e 15,53
NMP g™, respectivamente. A resolucéo vigente Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, RDC
n°12 de 2 de janeiro de 2001, especifica somente presenca de estafilococos coagulante positiva
e de Salmonella sp (presenga ou auséncia) em moluscos “in natura” resfriados ou congelados
ndo consumidos crus, mas ndo oferece critérios para as densidades de coliformes (ANVISA,
2001).
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O Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB,
2011) determinou requisitos minimos necessarios para garantir a inocuidade e qualidade dos
moluscos bivalves produzidos no Brasil destinados ao consumo humano, por meio da
estimativa da densidade media de coliformes termotolerantes (em NMP 100g™ ). O critério
utilizado considera os seguintes valores de coliformes termotolerantes: liberada para consumo
<300NMP 100g™, liberada sob condigdo (submeter ao processo de depuracdo) >300 e <6.000
NMP 100g™ e suspensa quando verificada >6.000NMP 100g™. Baseado nos critérios deste
Programa, as ostras analisadas apresentam-se “liberados sob condi¢do”, sendo necessario passar
pelo processo de depuragédo para retirada das impurezas contidas no seu interior, antes de serem
liberados para consumo.

Existem padrdes internacionais para determinar limites de contaminacGes
microbiologicas pelos valores de coliformes termotolerantes em tecidos moles das ostras cruas.
The European Union Shellfish Quality Assurance Programe - EUSQAP (RODGERS, 2001)
estabeleceu os valores de coliformes termotolerantes ndo excedam 6.000 NMP 100g™. Codex
Alimentarius (CODEX, 2008) determina que o limite de Escherichia coli seja menor que 230
NMP g*. Internacional Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF,
1986) limita em 16NMP g™ dos coliformes termotolerantes nos bivalves frescos e congelados.
Comparando os dados coletados neste trabalho com as normas internacionais, verificou-se que
os coliformes nas ostras foram menores do que as recomendadas, apresentando-se em condicdes
microbiologicas satisfatdrias.

Apesar do més de abril ter apresentado elevados valores de coliformes nas ostras (média
88,8 NMP g™, ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias de coliformes
totais (KW-H = 11,90 e p=0,37) e de termotolerantes (KW-H = 14,60 e p=0,20) em relacéo a
analise mensal. O més de novembro foi 0 que apresentou a menor média colimétrica, tanto para

totais (1,5 NMP g™*) como dos termotolerantes (1,23 NMP g™) (figura 8).

42



220‘_ L_| Coliformes Totais

200 Il Coliformes Termotolerantes -
1804 i
1601 |
140- d
1201 A
100- |
601 -
40- :
el T 1 :

0-

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

NMP g de coliformes no tecido da ostra

Figura 8: Médias dos coliformes totais e termotolerantes nos tecidos das ostras (NMP g™)
analisados mensalmente. As barras apresentam os seus respectivos desvios padroes.

Verificou-se que as densidades de coliformes termotolerantes detectados neste trabalho
estavam dentro do limite estabelecido pelas instituices citadas anteriormente, constatou-se que
em alguns periodos do ano, os niveis dessas bactérias foram bem elevados. A densidade de
microrganismos nos bivalves filtradores indica o nivel de contamina¢do do momento da coleta,
variando de um animal para outro e também depende de condi¢cGes ambientais, meteoroldgicas
e da atividade geral do organismo (HUSS et al., 2000; KOLM e ANDRETTA, 2003; MILL et
al., 2006).

As densidades de coliformes encontradas nas ostras foram menores em relacdo as
encontradas na agua, corroborando com o estudo de VIEIRA et al. (2007) e SANDE et al.
(2010), que indicaram uma maior contaminagdo na &gua do que no molusco. Diferentes
resultados foram observados no trabalho de MOREIRA et al. (2011) realizado em Paraty (RJ),
no qual descreveram que a densidade das bactérias fecais foram mais altas nos moluscos do que

na agua.
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As aguas analisadas apresentaram niveis de coliformes elevados no verdo (Ct = 213,55 e
CT = 57,83 NMP 100mL™), divergindo da densidade no tecido das ostras, no qual verificou-se
elevados niveis no outono (Ct = 41,70 e CT = 34,08 NMP g*) em relaco ao veréo (Ct = 13,07
e CT = 15,12 NMP g*) (figura 4). N&o foi observada diferenca estatistica nas médias de
contaminagdo no tecido da ostra relacionado a sazonalidade (Ct: KW-H = 3,90 e p=0,27, CT:

KW-H = 4,49 e p = 0,21).
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Figura 9: Valores médios dos coliformes totais e termotolerantes no tecido da ostra (NMP
g™) por estacéo do ano. As barras apresentam os seus respectivos desvios padrdes.

Como as ostras sdo filtradores e possuem caracteristicas bioacumuladores, as particulas
microbioldgicas encontradas na agua ficaram retidas dentro do organismo, elevando o nivel de
contaminagdo (figura 9). Resultados semelhantes foram observados em KOLM e ABSHER
(2008) realizado no complexo estuarino de Paranagua (PR), no qual verificaram que no verao a

densidade de coliformes no tecido das ostras foi elevada em relagdo a dgua. FARIAS et al.
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(2010) e RAMOS et al. (2010) verificaram que os valores de NMP nas amostras de agua e 0
organismo foram mais elevados, principalmente na estacdo chuvosa.

Neste trabalho constatou-se correlagdo positiva entre os valores de coliformes totais
(Spearman r=0,89, p<0,001) e termotolerantes (Spearman r=0,93, p<0,001) nas aguas em
relacdo as ostras (figura 10 e 11). O monitoramento continuo da qualidade microbioldgica da
agua onde estes organismos sdo cultivados € necessaria, pois estas representam as condicoes
higiénico-sanitarias dos organismos que habitam a regido. Resultados divergentes foram
descritos por VIEIRA et al. (2008), em que verificaram que a contaminagdo na agua no estuario

do Rio Pacoti - CE foi maior que nos bivalves, mas ndo observaram correlacao entre eles.
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Figura 10: Regressdo linear entre os NMP de coliforme totais na dgua e no tecido da ostra
(n=24).
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Figura 11: Regressdo linear entre os NMP de coliforme termotolerantes na agua e no tecido
da ostra (n=24).

Os parametros de seguranca estabelecidos pelas legislacfes para producdo de bivalves
baseiam-se apenas na determinacédo de coliformes na agua, ndo sendo suficientes para garantir
a qualidade microbioldgica dos organismos. Além dos coliformes, analise de contaminacéao
por estreptococos estdo sendo utilizados, segundo a CETESB (2012), como um indicador
adicional de analise de contaminacédo fecal das &guas, por ter caracteristica mais resistente as
aguas marinhas. MARTINEZ e OLIVEIRA (2010) descreveram a importancia da analise dos
enterococos além dos coliformes, pois eles foram detectados em densidades mais elevadas do
que os termotolerantes, tanto na agua como nos moluscos. Quando a analise deste organismo
combinada com os coliformes, o resultado apresenta maior confiabilidade em relagdo a

contaminag&o fecal.

46



Conclustes

1. Apesar do valor medio geral de termotolerantes estar dentro do critério da legislacéo
vigente, algumas localidades apresentaram elevadas densidades de coliformes. Entre os dados
coletados, somente 78,10% estavam abaixo do estabelecido, indicando que a dgua estava fora
do limite citado pelo CONAMA.

2. Analise do tecido das ostras apresentaram valores médios inferiores as resolucfes
nacionais e internacionais, mas em algumas épocas do ano, detectou-se elevados dados de
termotolerantes, sendo necessario passar pelo processo de depuracao.

3. As maiores médias de coliformes foram constatadas no verdo na é&gua
diferentemente no tecido da ostra, que foi em outono, causado por sua caracteristica filtradora
e bioacumulador de particulas em seu organismo.

4. Houve uma correlacgéo forte das densidades de coliformes entre a dgua e o tecido da
ostra, concluindo que a qualidade bacterioldgica dos moluscos bivalves refletiu a qualidade da

agua analisada, resultado que comprovou nossa hipétese.

Agradecimentos
Agradecimento a CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel
Superior), pela bolsa concedida para realizacdo do programa de pos-graduacdo no Instituto de
Pesca do Estado de S&o Paulo.

Ao CNPq pela bolsa de Produtividade de Edison Barbieri.

Referéncias

AMARAL, L.A.DCS; NADER, A.FILHO; ROSSI, 0.D.JUNIOR; FERREIRA, F.L.A;
BARROS, L.S.S. 2003 Agua de consumo humano como fator de risco a salde em
propriedades rurais. Revista de Saude Publica. S&o Paulo, 37(4): 510-514.

ANVISA — AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. 2001 Resolucdo —
RDC N° 12, de 2 de Janeiro de 2001. Regulamento técnico sobre os padrdes microbiologicos

47



para alimentos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 10 jan. 2001.
68p.

APHA - AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. 2005 Multiple tube fermentation
technique for members of the coliform group. In: Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater. Washington DC. 20th.

CETESB — COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL. 2012
Qualidade das praias litoraneas no estado de Sdo Paulo 2011, S&o Paulo. 193 p.

CONAMA - CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. 2005 Resolucdo n°357, do
dia 17 de marco de 2005. DispBe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padrdes de
lancamento de efluentes, e d& outras providencias. Diario Oficial da Republica Federativa do
Brasil. Brasilia.

CODEX — CODEX ALIMENTARIUS. 2008 Standard for live and raw bivalve molluscus.
Codex Standard 292-2008: 1-7.

FARIAS, M.F.; ROCHA-BARRERA, C.A.; CARVALHO, F.C.T.; SILVA, C.M.; REIS,
E.M.F.; COSTA, R.A.; VIEIRA, R.H.S. 2010 CondicGes microbiologicas de Tagelus plebeius
(Lightfoot, 1786) (Mollusca: Bivalva: Solecurtidae) e da agua no estuério do rio Ceard, em
Fortaleza - CE. Boletim do Instituto de Pesca, Sao Paulo, 36(2): 135-142.

GARCIA, A.N. 2005 Contaminacéo microbiologica na area de cultivo de moluscos bivalves
de Anchieta (Espirito Santo, Brasil). Monografia — Oceanografia - Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitoria. 68p.

HUSS, H.H.; REILLY, A.; EMBAREK, P.K.B. 2000 Prevention and control of hazards in
seafood. Food Control, 11: 149-156.

ICMSF - INTERNATIONAL  COMMISSION  ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS. 1986 Microorganismos in food. Sampling for
microbiological analysis: Principles and specific applications. 2ed. Blackwell Scientific
Publications, Toronto, 278p.

KOLM, H.E. e ANDRETTA, L. 2003 Bacterioplancton in different tides of the Perequé tidal
creek, Pontal do Sul, Parana, Brazil. Brasilian Journal of Microbiology, Séo Paulo, 34: 97-
103.

KOLM, H.E. e ABSHER, T.M. 2008 Bacterial density and coliform organisms in waters and
oysters of Paranagua EstuarineComplex, Parand, Brazil. Boletim do Instituto de Pesca, Sdo
Paulo, 34(1): 49-59.

MACHADO, I.C.; KOGA, S.M.; WOIOECHOVSKY, E.; GELLI, D.S. 2000 Estudo da
ocorréncia de contaminacdo organica no estuario de Cananéia- SP, Brasil, com subsidio para
a extracdo, manejo e cultivo da ostra do mangue Crassostrea brasiliana: avaliagdo da
qualidade da agua. Higiene Alimentar, Sdo Paulo, 14(72): 66-75.

48



MARTINEZ, D.I. e OLIVEIRA, A.J.F.C.DE 2010 Faecal bacteria in Perna perna (Linnaeus,
1758) (Mollusca: Bivalvia) for biomonitoring coastal Waters and seafood quality. Brazilian
Journal of Oceanography, S&o Paulo, 58: 29-35.

MENDES, E.S.; MENDES, P.P.; LOPES, C.A.deM.; COELHO, M.l.deS.; SOUZA, J.C.daR.;
CRUZ, M.C.S.; ASSIS, A.S.de. 2004 Sazonalidade dos microrganismos em ostras
consumidas na grande Recife, PE. Revista Higiene Alimentar, S&o Paulo, 18(116): 79-87.

MILL, A.; SCHLACHER, T.; KAOULI, M. 2006 Tidal and longitudinal variation of faecal
indicator bacteria in an estuarine creek in south-east Queensland, Australia. Marine Pollution
Bulletin, Australia, 52(8): 881-891.

MIQUELANTE, F.A. e KOLM, H.E. 2011 Indicadores microbioldgicos de poluicdo fecal na
desembocadura da Gamboa Olho d’Agua, Parana: subsidio para 0 monitoramento da
balneabilidade do Brasil. UEPG Biology Health Science. Ponta Grossa, 17(1): 21-35.

MOREIRA, A.S.; LEAO, M.V.P.; SANTOS, S.S.F.; JORGE, A.0.C.; SILVA, C.R.G. 2011
Qualidade sanitéria da agua e de bivalves Iphigenia brasiliensis (Lamarck, 1818) na praia do
Jabaquara, Paraty, RJ. Revista Biociéncias, UNITAU, Sao Paulo, 17(1): 66-71.

PEREIRA, O.M.; HENRIQUES, M.B.; MACHADO, I.C. 2003 Estimativa da curva de
crescimento da ostra Crassostrea brasiliana em bosques de mangue e proposta para a sua
extracdo ordenada no estuario de Cananéia, SP, Brasil. Boletim do Instituto de Pesca, S&o
Paulo, 29(1): 19-28.

PEREIRA, M.A.; NUNES, M.M.; NUERNBERG, L.; SCHULZ, D.; BATISTA, C.R.V. 2006
Microbiological quality of oysters (Crassostrea gigas) produced and commercialized in the
coastal region of Florianopolis — Brazil. Brazilian Journal of Microbiology, Santa Catarina,
37(2): 159-163.

PNCMB - PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE HIGIENICO SANITARIO DE
MOLUSCOS BIVALVES. 2011 Estabelece o0s requisitos minimos necessarios para
inocuidade e qualidade dos moluscos bivalves destinados ao consumo humano, bem como
monitorar e fiscalizar. Instru¢cdo Normativa Interministerial, portaria 122, secdo 1 do Diario
Oficial da Unido, Brasil.

POTASMAN, I.; PAZ, A.; ODEH, M. 2002 Infectious outbreaks associated with bivalve
shellfish consumption: a worldwide perspective. Clinical Infectious Diseases, Israel, 35(8):
921-928.

RAMOS, R.J.; PEREIRA, M.A.; MIOTTO, L.A.; FARIA, L.F.B.; SILVEIRA JUNIOR, N.;
VIEIRA, C.R.W. 2010 Microrganismos indicadores de qualidade higiénico-sanitaria em
ostras (Crassostrea gigas) e aguas salinas de fazendas marinhas localizadas na Baia Sul da
Ilha de Santa Catarina, Brasil. Revista do Instituto Adolfo Lutz (Impr.), Sdo Paulo, 69(1): 29-
37.

RISTORI, C.A.; IARIA, S.T.; GELLI, D.S.; RIVERA, I.N.G. 2007 Pathogenic bacteria

associated with oysters (Crassostrea brasiliana) and estuarine water along the south coast of
Brazil. International Journal of Environmental Health Research, Sdo Paulo, 17: 259-269.

49



RODGERS, C.J. 2001 The NSW Shellfish Quality Assurance Program: an operational review.
Safe Food Production NSW, Sydney, 146 p.

SANDE, D.; MELO, T.A.; OLIVEIRA, G.S.A.; BARRETO, L.; TALBOLT, T.; BOEHS, G,;
ANDRIOLI, J.B. 2010 Prospeccdo de moluscos bivalves no estudo da poluicdo dos rios
Cachoeira e Santana em llhéus, Bahia, Brasil. Brazilian Journal Veterinary Research Animal
Science, Sao Paulo, 47(3): 190-196.

SILVA, AL.M.; VIEIRA, R.H.S.F.; MENDES, F.G.R.; LIMA, L.N.G.C.; NASCIMENTO,
S.M.M.; CARVALHO, F.C.T. 2003. Bactérias fecais em ostras, Crassostrea rhizophorae.
Arquivos de Ciéncias do Mar, Fortaleza, 36: 63-66.

SILVA, M.P.; CAVALLI, D.R.; OLIVEIRA, T.C.R.M. 2006 Avaliacdo do Padrdo de
Coliformes a 45 °C e comparacdo da eficiéncia das técnicas dos tubos multiplos e Petrifilm
EC na deteccéo de coliformes totais e Escherichia coli em alimentos. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Campinas, 26(2): 352 — 359.

TOURON, A.; BERTHE, T.; GARGALA, G.; FOURNIER, M.; RATAIJCZAK, M.
SERVAIS, P.; PETIT, F. 2007 Assessment of faecal contamination and the relationship
between pathogens and faecal bacterial indicators in an estuarine environment (Seine, France).
Marine Pollution Bulletin, France, 54(9): 1441-1450.

UNESCO - UNITED NATIONS EDUCATIONAL, SCIENTIFIC AND CULTURAL
ORGANIZATION. 2005 Worlf Network of Biosphere Reserves — SC/EES — Jumne 2005. The
MAB Program. 19p.

VIEIRA, R.H.S.F.; VASCONCELOS, R.F.; CARVALHO, E.M.R. 2007 Quantificagdo de
vibrios, de coliformes totais e termotolerantes em ostra nativa Crassostrea rhizophorae, e na
agua do estuério do Rio Jaguaribe, Fortim-CE. Revista Brasileira de Higiene e Sanidade
Animal, Ceara, 1: 1-13.

VIEIRA, R.HS.F.; ATAYDE, M.A.; CARVALHO, EM.R.; CARVALHO, F.C.T,;
FONTELES FILHO, A.A. 2008 Contaminacdo fecal da ostra Crassostrea rhizophorae e da
agua de cultivo do estuario do rio Pacoti (Eusébio, CE): Isolamento e identificacdo de
Escherichia coli e sua susceptibilidade a diferentes antimicrobianos. Brazilian Journal
Veterinary Research Animal Science, Ceara, 45(3): 180-189.

ZANETTE, J.; MONSERRAT, J.M.; BIANCHINI, A. 2006 Biochemical biomarkers in gills
of mangrove oyster Crassostrea rhizophorae from three Brazilian estuaries. Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C: Toxicology & Pharmacology, 143(2): 187-195.

ZAR, J.H. 1999 Biostatistical analysis. New Jersey: Prentice-Hall. 4 ed.

50



CONSIDERACOES FINAIS

O monitoramento periédico da qualidade microbiolégica da agua e a
observacdo das medidas da sanidade dos moluscos bivalves sao fatores
importantes para a prevencao de doencas e veiculagdo hidrica, considerando-
se que o consumo de produtos contaminados constitui-se em surgimentos de
inUmeros casos de intoxicagdo por doencas transmitidas por alimentos.

Apesar de a meédia geral estar dentro dos critérios descritos pelo
CONAMA 357/2005, densidades elevadas de coliformes termotolerantes na
agua foram coletados em alguns pontos analisados. Comparando com o0s
dados coletados nos tecidos das ostras verificou-se que os valores foram
maiores na agua do que nas ostras. Pelas legislacbes vigentes relacionados
com o tecido da ostra constatou-se que estavam dentro do limite de liberacdo
somente apOs passar pelo processo de depuracéo.

Analisando as variagbes ambientais como a pluviosidade, salinidade e
maré com as densidades de coliformes verificaram-se que estas forcantes
podem influenciar nas contagens de microrganismos. A densidade colimétrica
foi maior no verdo na agua e na ostra verificou-se no outono, podendo ser
explicado pela caracteristica filtradora e bioacumuladora dos bivalves.

Apesar de este trabalho analisar somente a densidade dos coliformes,
trabalhos como de Martinez e Oliveira (2010) citam a importancia de repensar
nos parametros de seguranca legais, tanto para os organismos aquaticos como
0 uso da agua para recreacao, pois 0o CONAMA 357 (2005) baseia-se somente
na densidade de coliformes, ndo sendo suficiente para garantir a qualidade do
pescado.

Embora exista o parametro microbiolégico nas legislacdes atuais,
importante verificar os padroes adequados para determinar a qualidade
microbiolégica da agua e dos organismos aquaticos, pois ha a necessidade de
acompanhamento continuo de contaminacdo destes recursos. A combinacao
da andlise dos coliformes com enterococos podem apresentar resultados com
maior confiabilidade em relacdo a contaminacéo fecal, devendo ser tema de

pesquisas futuras.
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ANEXO 1

ANVISA - Resolucédo - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (PARCIAL)

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria no uso da
atribuicdo que Ihe confere o art. 11, inciso IV, do Regulamento da ANVISA
aprovado pelo Decreto 3029, de 16 de abril de 1999, em reunido realizada em
20 de dezembro de 2000.

INTRODUCAO

Os principios gerais a serem aplicados para o estabelecimento de critérios e
padrées microbiolégicos para alimentos tém justificativa no que se refere aos
problemas de saude publica e na necessidade de uniformizar os padrdes para
0 COmércio entre os paises.

Por esta razdo, organismos internacionais como FAO (Food Agricultural
Organization), OMS (Organizacdo Mundial da Saude) tem demonstrado
preocupacdo crescente sobre este tema. O CODEX ALIMENTARIUS tem
editado continuamente documentagdo normativa que regulamenta este tema e
o I.C.M.S.F. (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods) tem publicado embasamento técnico e tem colaborado com as
atividades do CODEX ALIMENTARIUS.

Considerando que os paises que integram o0 MERCOSUL também integram e
participam ativamente na elaboracdo dos documentos do CODEX
ALIMENTARIUS e do I.C.M.S.F., estes ultimos poderéo ser considerados como

referéncias.

REGULAMENTO TECNICO SOBRE 0OS PADROES MICROBIOLOGICOS
PARA ALIMENTOS

1. ALCANCE
1.1 OBJETIVO:
Estabelecer os Padrbes Microbiolégicos Sanitarios para Alimentos

especificados no Anexo | e determinar os critérios para a Conclusao e
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Interpretacdo dos Resultados das Analises Microbioloégicas de Alimentos
Destinados ao Consumo Humano especificados no Anexo |I.

1.2 AMBITO DE APLICACAO

Este Regulamento se aplica aos alimentos destinados ao consumo humano.
Excluem-se deste Regulamento os produtos alimenticios e as toxinas de
origem microbiana, como as micotoxinas, para 0s quais existem padroes
definidos em legislacao especifica.

Excluem-se também matérias-primas alimentares e o0s produtos semi-
elaborados, destinados ao processamento industrial desde que identificados
com o0s seguintes dizeres: "inadequados para o consumo humano na forma
como se apresentam” ou "nao destinados para o consumo humano na forma
como se apresentam".

2. CRITERIOS PARA O ESTABELECIMENTO DE PADROES
MICROBIOLOGICOS SANITARIOS EM ALIMENTOS.

Os critérios para estabelecimento de padrdo microbiolégico podem ser
considerados isoladamente ou em conjunto conforme a seguir:

2.1. Caracterizacdo dos microrganismos e ou suas toxinas considerados de
interesse sanitario.

2.2. Classificacao dos alimentos segundo o risco epidemiolégico.

2.3. Métodos de analise que permitam a determinacdo dos microrganismos

2.4. Plano de Amostragem para a determinacdo do numero e tamanho de
unidades de amostras a serem analisadas.

2.5.Normas e padrdes de organismos internacionalmente reconhecidos, Codex

Alimentarius e outros organismos.

5.PROCEDIMENTOS E INSTRUCOES GERAIS

5.8. Planos de amostragem

5.8.1. Para fins de aplicacéo de plano de amostragem entende-se:

a) m: € o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do
produto ou lote com qualidade intermediaria aceitavel.

b) M: € o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do
inaceitavel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade

intermediaria aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M sdo inaceitaveis
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c) n: € o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo
lote e analisadas individualmente. Nos casos nos quais o padrao estabelecido
€ auséncia em 25g, como para Salmonella sp e Listeria monocytogenes e
outros patdgenos, € possivel a mistura das aliquotas retiradas de cada unidade
amostral, respeitando-se a proporgao p/v (uma parte em peso da amostra, para
10 partes em volume do meio de cultura em caldo).

d) c: € o numero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens
entre os limites de m e M (plano de trés classes). Nos casos em que o padrao
microbiolégico seja expresso por "auséncia”, ¢ é igual a zero, aplica-se o plano
de duas classes.

5.8.2. Tipos de plano

a) Duas classes: quando a unidade amostral a ser analisada pode ser
classificada como aceitavel ou inaceitavel, em fungéo do limite designado por
M, aplicavel para limites qualitativos.

b) Trés classes: quando a unidade amostral a ser analisada pode ser
classificada como aceitavel, qualidade intermediaria aceitavel ou inaceitavél,
em funcdo dos limites m e M. Além de um numero maximo aceitavel de
unidades de amostra com contagem entre os limites m e M, designado por c.
As demais unidades, n menos c, devem apresentar valores menores ou iguais

a m. Nenhuma das unidades n pode apresentar valores superiores ao M.

PADROES MICROBIOLOGICOS SANITARIOS PARA ALIMENTOS

1. A tolerancia é maxima e os padrdes sdo minimos para os diferentes grupos
de produtos alimenticios, constantes no presente anexo, para fins de registro e
fiscalizagcdo de produtos alimenticios. Estes limites e critérios podem ser
complementados quando do estabelecimento de programas de vigilancia e
rastreamento de microrganismos patogénicos e de qualidade higiénica e
sanitaria de produtos

2. No caso de analise de produtos ndo caracterizados nas tabelas
especificadas neste Anexo, considera-se a similaridade da natureza e do
processamento do produto, como base para seu enquadramento nos padrées
estabelecidos para um produto similar, constante no referido Anexo | deste

Regulamento.
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ANEXO |

Os limites e tolerancias para as diferentes classes de produtos alimenticios
constantes deste Regulamento devem obedecer os critérios e padrdes
especificados neste Anexo, nas condicbes previstas para sua aplicacéo,

conforme consta dos Procedimentos Gerais. Os critérios e respectivos limites

Sao como segue:

Tolerancia .
GRUPO DE ALIMENTOS MICRORGANISMO | para amostra Tolerancia para allmostra
INDICATIVA Representativa

n ’ c ‘ m ’ M
7. PESCADOS E PRODUTOS DE PESCA
a) pescado, ovas de peixes,
crustaceos e moluscos
cefalépodes "in natura", Estaf.coag.positiva/g 108 5 2 5x102 108
resfriados ou congelados nao
consumido cru;
moluscos bivalves "in natura”,
resfriados ou congelados nao
consumido cru; Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
carne de ras "in natura”,
refrigerada ou congelada
b) moluscos bivalves, carne de Coliformes a 45°C/g 5x10 5 2 10 5x10
siri e similares cozidos, Estaf.coag.positiva/g 103 5 2 102 103
temperados e néo resfriados ou
congelados Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
¢) pescados, moluscos e Coliformes a 45°C/g 102 5 3 10 102
crustaceos secos e ou salgados; | Estaf.coag.positiva/g 5x10? 5 2 102 5x102
semi conservas de pescados,
moluscos e crustaceos, mantidas
sob refrigeracao (marinados,
anchovados ou temperados) Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
d) pescado defumado, moluscos Coliformes a 45°C/g 102 5 2 10 102
e crustaceos, refrigerados ou Estaf.coag.positiva/g 5x102 5 2 102 5x102
congelados; produtos derivados
de pescado (surimi e similares),
refrigerados ou congelados Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
e) produtos a base de pescado Coliformes a 45°C/g 103 5 3 102 103
refrigerados ou congelados Estaf.coag.positiva/g 103 5 2 5x102 108
(hamburgueres e similares) Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
f) ovas de pescados Coliformes a 45°C/g 102 5 3 10 102
processadas, refrigeradas ou Estaf.coag.positiva/g 5x102 5 2 102 5x102
congeladas Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
g) pescados pré cozidos, Coliformes a 45°C/g 102 5 2 10 102
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empanados ou néo, refrigerados Estaf.coag.positiva/g 5x102 5 2 102 5x10?
ou congelados Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
20. ALIMENTOS EMBALADOS E CONGELADOS, EXCECAO DE SOBREMESAS
Coliformes a 45°C/g 5x10? 5 2 102 5x10?
Estaf.coag.positiva/g 103 5 2 5x102 103
B.cereus/g
a) alimentos parcialmente (especifico para
preparados (massas alimenticias produtos a base de ox10° > 2 2x10 ox10®
cruas com ou sem recheio, pratos | cereais ou amidos)
crus a base de carnes, vegetais, C.sulf.redutor a
pescados, cereais, etc.) 460C/g (especifico
para produtos a base a0 > 2 2x10e 3102
de carnes)
Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
b) paes, pizzas e outras massas Coliformes a 45°C/g 5x102 5 2 102 5x102
parcialmente preparadas, Estaf.coag.positiva/g 5x103 5 2 108 5x103
condimentadas ou n&o, B. cereus/g 5x108 5 2 10° 5x10°
adicionada de outros ingredientes
ou n&o e similares, incluindo os
pées de queijo Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
Coliformes a 45°C/g 102 5 2 5x10 102
Estaf.coag.positiva/g 108 5 2 5x102 108
B.cereus/g
c) alimentos preparados, que (especifico para 10° 5 5 5102 10°
necessitam de descongelamento produtos & base de
e aguecimento, mas ndo de cereais ou amidos)
cocgdo, segundo instrucdes da C.sulf.redutor a
rotulagem 460C/g (especifico
5x102 5 2 2x102 5x102
para produtos a base
de carnes)
Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -

22. PRATOS PRONTOS PARA O CONSUMO (ALIMENTOS PRONTOS DE COZINHAS, RESTAURANTES E

SIMILARES)
Coliformes a 45°C/g 2x10 5 2 10 2x10
Estaf.coag.positiva/g 103 5 2 5x102 103
B.cereus/g
(especifico para
108 5 2 5x102 108
produtos a base de
a) a base de carnes, pescados, . .
o . cereais ou amidos)
ovos e similares cozidos
C.sulf.redutor a
460C/g (especifico
R 103 5 2 2x102 103
para produtos a base
de carnes)
Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
b) a base de carnes, pescados e Coliformes a 45°C/g 102 5 2 10 102
similares crus (quibe cru, Estaf.coag.positiva/g 5x103 5 3 102 5x103
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carpaccio, sushi, sashimi, etc.) V.parahaemolyticus(e
specifico para
R 103 5 2 102 103
produtos a base de
pescados)
Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -
Coliformes a 45°C/g 10 5 2 1 10
Estaf.coag.positiva/g 108 5 2 5x102 108
B. cereus/g 103 5 2 2x10? 103
c) sopas, caldos e molhos C.sulf.redutor a
cozidos 460C/g (especifico
. 103 5 2 102 103
para produtos a base
de carnes)
Salmonella sp/25g Ausente 5 0 Ausente -

ANEXO I

CONCLUSAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DAS ANALISES
MICROBIOLOGICAS DE ALIMENTOS DESTINADOS AO CONSUMO
HUMANO

1. Interpretagao dos resultados:

Para interpretacdo dos resultados, compara-se os valores encontrados nas
analises realizadas com os valores estabelecidos no Anexo |. De acordo com
essa comparagao, temos:

1.1. Produtos em condi¢des sanitarias satisfatorias

Sao aqueles cujos resultados analiticos estdo abaixo ou igual aos
estabelecidos para amostra indicativa ou amostra representativa, conforme
especificado no Anexo | do presente Regulamento.

1.2. Produtos em condigfes sanitarias insatisfatorias

1.2.1.S80 aqueles cujos resultados analiticos estdo acima dos limites
estabelecidos para amostra indicativa ou amostra representativa, conforme
especificado no Anexo | do presente Regulamento.

1.2.2.S80 aqueles cujos resultados analiticos demonstram a presenca ou a
quantificacdo de outros microrganismos patogénicos ou toxinas que

representem risco a saude do consumidor.

2.Conclusao
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2.1. "PRODUTO OU LOTE (se amostra indicativa ou representativa,
respectivamente) DE ACORDO COM OS PADROES LEGAIS VIGENTES" para
as situagdes enquadradas no item 1.1 do Anexo Il deste Regulamento.
2.2"PRODUTO OU LOTE (se amostra indicativa ou representativa,
respectivamente) IMPROPRIO PARA O CONSUMO HUMANO POR
APRESENTAR ..." (citar o(s) resultado(s) analitico(s) e o(s) parametro(s) nao
atendido(s) do Anexo I) para as situagcbes enquadradas no item 1.2.1. do
Anexo Il deste Regulamento.

2.3."PRODUTO OU LOTE (se amostra indicativa ou representativa,
respectivamente) IMPROPRIO PARA O CONSUMO HUMANO POR
APRESENTAR ....(microrganismo patogénico ou toxina que representa perigo

severo a saude do consumidor).
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ANEXO 2

PNCMB — PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE HIGIENICO-SANITARIO
DE MOLUSCOS BIVALVES (PARCIAL)

Considerando a necessidade de monitoramento de microorganismos
contaminantes e de biotoxinas marinhas em moluscos bivalves, como medida
de prevencao de efeitos nocivos a saude do consumidor, e com a finalidade de
garantir padrées minimos de qualidade;

Considerando a necessidade de estabelecer requisitos de inspecao industrial e
sanitaria dos estabelecimentos de processamento de moluscos bivalves, como
medida de prevencdo de efeitos nocivos a saude do consumidor, e com a
finalidade de garantir padrdes minimos de qualidade, resolve:

Art. 1° Instituir o Programa Nacional de Controle Higiénico- Sanitario de
Moluscos Bivalves - PNCMB, com a finalidade de estabelecer os requisitos
minimos necessarios para a garantia da inocuidade e qualidade dos moluscos
bivalves destinados ao consumo humano, bem como monitorar e fiscalizar o
atendimento destes requisitos.

DEFINICOES

Art. 3° Para os fins do PNCMB, entende-se por:

[l - Escherichia coli: bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, caracterizados
pela atividade da enzima [3-galactosidase; podem crescer em meios contendo
agentes tensoativos e fermentam a lactose nas temperaturas de 44°-45°C, com
producdo de acido, gas e aldeido; tém seu habitat quase que exclusivamente
limitado ao trato intestinal de seres humanos e animais de sangue quente,
sendo assim selecionado como indicador para contaminacdo de origem fecal,
Art. 4° O Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves (PNCMB) sera estruturado conforme os seguintes anexos:

| - Anexo |: Monitoramento e Controle de micro-organismos contaminantes e

biotoxinas marinhas em moluscos bivalves;

ANEXO |
CAPITULO |
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DO MONITORAMENTO DE MICRORGANISMOS CONTAMINANTES EM
MOLUSCOS BIVALVES

Art. 2° O monitoramento de microrganismos contaminantes em moluscos
bivalves sera estabelecido por meio da estimativa da densidade média de
coliformes termotolerantes em 100 gramas da parte comestivel dos moluscos
bivalves (NMP/100g), utilizando-se metodologia oficial tecnicamente amparada.
§ 1° A estimativa de Escherichia coli podera ser utilizada em substituicdo a
estimativa de coliformes termotolerantes.

CAPITULO 1l

DO CONTROLE DA RETIRADA DE MOLUSCOS BIVALVES

Art. 4° Os resultados do monitoramento de microrganismos contaminantes e de
biotoxinas produzidas por microalgas marinhas ser&o utilizados para a
definicdo da retirada de moluscos bivalves.

Art. 5° A retirada de moluscos bivalves destinados ao consumo humano sera
definida como:

| - liberada;

Il - liberada sob condicéo; ou

[Il - suspensa.

Art. 6° Para a definicdo de retirada de moluscos bivalves serdo considerados

0S seguintes valores

Critério para retirada liberada de moluscos bivalves

NMP para coliformes termotolerantes | Limites de Biotoxinas produzidas por microalgas em 1

e E.coli em 100g da parte comestivel | quilograma (Kg) da parte comestivel dos moluscos

dos moluscos bivalves bivalves

Coliformes E.coli PSP DSP DSP ASP AZP

termotolerantes

<300 <230 <0,8mg | <0,16mg | <1mg <20mg <0,16mg
(STX) (AO) (YTX) (DA) (AZA)

Critério para retirada liberada sob condicao de moluscos bivalves

NMP para coliformes termotolerantes | Limites de Biotoxinas produzidas por microalgas em 1
e E.coli em 100g da parte comestivel | quilograma (Kg) da parte comestivel dos moluscos

dos moluscos bivalves bivalves

Coliformes E.coli PSP DSP DSP ASP AZP
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termotolerantes

300 a 6.000 NMP

230 a 4.600
NMP

<0,8mg
(STX)

<0,16mg
(AO)

1mg
(YTX)

<20mg
(DA)

<0,16mg
(AZA)

Critério para retirada suspensa de moluscos bivalves

NMP para coliformes termotolerantes

e E.coli em 100g da parte comestivel

Limites de Biotoxinas produzidas por microalgas em 1

quilograma (Kg) da parte comestivel dos moluscos

dos moluscos bivalves bivalves

Coliformes E.coli PSP DSP DSP ASP AZP

termotolerantes

> 6.000 > 4.600 = 08mg|=0,16mg | = 1mg |= 20mg | 20,16mg
(STX) (AO) (YTX) (DA) (AZA)

(PSP - Paralytic Shellfish Poisoning (Intoxicacdo paralisante); DSP - Diarrhoeic
Shellfish Poisoning (Intoxicacdo diarreica); ASP - Amnesic Shellfish Poisoning
Neurologic Shellfish  Poisoning (Intoxicagéo
neurolégica); AZP - Azaspiracid Shellfish Poisoning (Intoxicacdo por consumo de
azaspiracidos); STX - saxitoxina; AO - acido ocadaico; DTX — dinofisistoxinas; YTX —
yessotoxinas; DA - &cido domdico; BTX — brevetoxinas;
AZA — azaspiracidos.)

(Intoxicacdo amnésica);

NSP
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ANEXO 3

RESOLUCAO CONAMA N° 357, DE 17 DE MARCO DE 2005 (PARCIAL)

Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condicbes e padrdes de

lancamento de efluentes, e d& outras providéncias.

CAPITULO |

Das Definicdes

Art. 20 Para efeito desta Resolucédo sdo adotadas as seguintes defini¢coes:

| - aguas doces: aguas com salinidade igual ou inferior a 0,5 %eo;

Il - &guas salobras: 4guas com salinidade superior a 0,5 %o e inferior a 30 %eo;

[l - &guas salinas: aguas com salinidade igual ou superior a 30 %o;

VI - aquicultura: o cultivo ou a criagdo de organismos cujo ciclo de vida, em
condi¢des naturais, ocorre total ou parcialmente em meio aquatico;

XI - coliformes termotolerantes: bactérias gram-negativas, em forma de bacilos,
oxidase-negativas, caracterizadas pela atividade da enzima [-galactosidase.
Podem crescer em meios contendo agentes tenso-ativos e fermentar a lactose
nas temperaturas de 44°- 45°C, com producdo de &cido, gas e aldeido. Além
de estarem presentes em fezes humanas e de animais homeotérmicos,
ocorrem em solos, plantas ou outras matrizes ambientais que ndo tenham sido
contaminados por material fecal;

XIV - controle de qualidade da agua: conjunto de medidas operacionais que
visa avaliar a melhoria e a conservacdo da qualidade da agua estabelecida
para o corpo de agua;

XXIII - Escherichia coli (E.coli): bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae caracterizada pela atividade da enzima [3-glicuronidase.
Produz indol a partir do aminoéacido triptofano. E a tnica espécie do grupo dos
coliformes termotolerantes cujo habitat exclusivo é o intestino humano e de

animais homeotérmicos, onde ocorre em densidades elevadas;

Secéao lll
Das Aguas Salobras
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Art. 6°

As aguas salobras séo assim classificadas:

| - classe especial: aguas destinadas:

a) a preservacdo dos ambientes aquéticos em unidades de conservagdo de
protecao integral; e,

b) a preservacéo do equilibrio natural das comunidades aquaticas.

Il - classe 1: aguas que podem ser destinadas:

a) a recreacdo de contato primario, conforme Resolucdo CONAMA no 274, de
2000;

b) a protecdo das comunidades aquaticas;

C) a aquicultura e a atividade de pesca;

d) ao abastecimento para consumo humano apdés tratamento convencional ou
avancado; e

e) a irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocgao de
pelicula, e a irrigacdo de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com o0s
quais o publico possa vir a ter contato direto.

Il - classe 2: aguas que podem ser destinadas:

a) a pesca amadora; e

b) a recreacao de contato secundario.

IV - classe 3: 4guas que podem ser destinadas:

a) a navegacao; e

b) a harmonia paisagistica.

CAPITULO Il

Das Condic6es E Padrées De Qualidade Das Aguas

Secéo |

Das Disposi¢cdes Gerais

Art. 10. Os valores maximos estabelecidos para os parametros relacionados
em cada uma das classes de enquadramento deverdo ser obedecidos nas
condicOes de vazao de referéncia.

8 1o Os limites de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), estabelecidos
para as aguas doces de classes 2 e 3, poderdo ser elevados, caso o estudo da
capacidade de autodepuragcdo do corpo receptor demonstre que as
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concentracbes minimas de oxigénio dissolvido (OD) previstas ndo serdo
desobedecidas, nas condi¢cdes de vazado de referéncia, com excec¢ao da zona
de mistura.

8 20 Os valores maximos admissiveis dos parametros relativos as formas
quimicas de nitrogénio e fésforo, nas condicdes de vazdo de referéncia,
poderdo ser alterados em decorréncia de condicbes naturais, ou quando
estudos ambientais especificos, que considerem também a poluicdo difusa,
comprovem que esses novos limites ndo acarretardo prejuizos para 0S USOS
previstos no enquadramento do corpo de agua.

8 30 Para aguas doces de classes 1 e 2, quando o nitrogénio for fator limitante
para eutrofizacdo, nas condicBes estabelecidas pelo 6érgdo ambiental
competente, o valor de nitrogénio total (apos oxidagédo) ndo deverd ultrapassar
1,27 mg/L para ambientes Iénticos e 2,18 mg/L para ambientes I6ticos, na
vazao de referéncia.

8 4° O disposto nos paragrafos 2 o e 30 ndo se aplica as baias de aguas
salinas ou salobras, ou outros corpos de 4gua em que ndo seja aplicavel a
vazao de referéncia, para os quais deverao ser elaborados estudos especificos

sobre a disperséo e assimilacdo de poluentes no meio hidrico.

Secéo IV

Das Aguas Salobras

Art. 21 As aguas salobras de classe 1 observardo as seguintes condicdes e
padroes:

| - condic¢des de qualidade de agua:

a) nao verificacdo de efeito toxico crénico a organismos, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente, ou, na sua auséncia,
por instituicbes nacionais ou internacionais renomadas, comprovado pela
realizacdo de ensaio ecotoxicoldgico padronizado ou outro método
cientificamente reconhecido;

b) carbono orgénico total: até 3 mg/L, como C;

c) OD, em qualquer amostra: nao inferiora 5 mg/ L O2;

d) pH: 6,5 a8,5;

e) 6leos e graxas: virtualmente ausentes;

f ) materiais flutuantes: virtualmente ausentes;
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g) substancias que produzem cor, odor e turbidez: virtualmente ausentes;

h) residuos solidos objetaveis: virtualmente ausentes; e

i) coliformes termotolerantes: para o uso de recreacdo de contato primario
deverd ser obedecida a Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000. Para o cultivo
de moluscos bivalves destinados a alimentagcdo humana, a média geométrica
da densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras
coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43 por 100 mL, e o percentil
90% n&o devera ultrapassar 88 coliformes termolerantes por 100 mililitros.
Essas densidades deverdo ser mantidos em monitoramento anual com um
minimo de 5 amostras. Para a irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas
cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas
cruas sem remocao de pelicula, bem como para a irrigacédo de parques, jardins,
campos de esporte e lazer, com 0s quais o publico possa vir a ter contato direto,
nao devera ser excedido o valor de 200 coliformes termotolerantes por 100 mL.
Para os demais usos ndo devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes
termotolerantes por 100 mL em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras
coletadas durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral. A E. coli
poderd ser determinada em substituicio ao parametro coliformes
termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental

competente.
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